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RESUMO 
A apneia obstrutiva do sono (AOS) é caracterizada principalmente por hipóxia 
intermitente noturna, sendo relacionada com diversas complicações e patologias. O 
modelo de hipóxia intermitente (HI) crônica em roedores é um dos modelos animais 
mais utilizados para estudo da AOS e, assim como a AOS, causa diversas 
consequências como declínio cognitivo e prejuízos neuronais. Pigment-Epithelium 
Derived Factor (PEDF) é descrito como um fator sensível à hipóxia, com as 
atividades neurotrófica, neuroprotetora e anti-angiogênica. O presente estudo teve 
como objetivo avaliar aprendizado e memória espacial e as expressões gênica e 
proteica de PEDF no SNC e no ventrículo esquerdo de ratos submetidos à HI, assim 
como avaliar os efeitos do retorno à normóxia, após seis semanas de hipóxia. Além 
de avaliar possíveis interações de PEDF e enzimas angiogênicas in vitro. 
Ratos machos Wistar foram submetidos à protocolos de HI (21 a 5% de 
concentração de O2, com ciclos de 6 minutos) por seis semanas (grupo HI), e seis 
semanas de HI seguidas de duas semanas de recuperação em normóxia (grupo Rb), 
ambos comparados com grupo controle (CTL). Em seguida, foram realizadas 
análises de aprendizado e memória por Labirinto Aquático de Morris, estabilidade de 
genes de referência em diferentes estruturas cerebrais, expressões gênica e 
proteica de PEDF no hipotálamo, hipocampo e córtices frontal e temporal, além do 
ventrículo esquerdo cardíaco. Além disso, o estudo da interação de calicreínas com 
PEDF e com seu fragmento peptídico 388-393 foi realizado através da incubação 
das enzimas recombinantes com PEDF e seu fragmento 388-393, a atividade foi 
avaliada utilizando substratos fluorogênicos com supressão interna da fluorescência. 
Com exceção de 18S, todos os genes de referência avaliados se apresentaram 
estáveis aos protocolos de HI, porém, a classificação dos genes se apresentou 
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estrutura-dependente. Embora os modelos de HI não tenham afetado memória e 
aprendizado, a expressão gênica de PEDF se apresentou aumentada seletivamente 
no córtex temporal dos grupos HI e Rb. Por outro lado, a expressão proteica de 
PEDF se manteve inalterada em todas as estruturas estudadas, assim como a 
expressão gênica em hipotálamo, hipocampo, córtex frontal e ventrículo esquerdo. A 
incubação realizada in vitro demonstrou que PEDF e seu fragmento peptídico 
aparentemente não apresentam nenhuma interação com as calicreínas tissular e 
plasmática. 
O presente estudo demonstrou que os protocolos de HI afetam a estabilidade de 
genes de referência, de maneira estrutura-dependente, no cérebro. Por outro lado, o 
protocolo de HI não afetou os processos de aprendizado e memória espacial, mas 
afetou a expressão de PEDF no córtex temporal, seletivamente no nível 
transcripcional. Além disso, não há indicações de que o mecanismo anti-angiogênico 
de PEDF envolva sua interação com as calicreínas tissular e plasmática. 
 
Palavras-chave: Síndrome da Apneia do Sono, Modelos Animais, Hipóxia, Sono, 
Cognição.  
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ABSTRACT 
Obstructive Sleep Apnea is a syndrome characterized mainly by intermittent hypoxia 
during sleep and has been already associated with several complications. Chronic 
intermittent hypoxia is the most studied model of sleep apnea, and causes several 
cognitive and neuronal impairments. Pigment-Epithelium Derived Factor (PEDF) is 
has already been described as a hypoxia-sensitive factor acting as neurotrophic, 
neuroprotector and antiangiogenic factor. Our study aimed to analyze: 1) learning 
and cognitive spatial memory task; 2) evaluation of housekeeping gene stability in 
specific brain structures of rats submitted to CIH protocols; 3) analyze PEDF’s gene 
and protein expression in specific brain structures and heart left ventricle of rats 
submitted to CIH protocols; 4) evaluate a possible interaction of kallikrein 1 and 
plasma kallikrein with PEDF and an anti-angiogenic PEDF fragment. 
Male Wistar rats were submitted CIH protocols (21 to 5% O2 concentration, in a 6 
minutes-cycle) for six weeks (HI group) and six weeks followed by two weeks 
recovery (Rb group), then subjected to learning and memory evaluation by Morris 
water maze task, housekeeping gene stability evaluation of the different brain 
structures, PEDF gene and protein expression in the heart left ventricle, 
hypothalamus, hippocampus, frontal and temporal cortices. PEDF and its the peptidic 
fragment were studied by incubation with recombinant kallikrein 1 and plasma 
kallikrein, to evaluate any interference in the enzyme´s kinetic profile. 
With exception of 18S, all evaluated genes were stable to effects of CIH. 
Nonetheless, gene stability ranking was dependent on the brain structure, analyzed 
and varied according to the used software. Although CIH models did not present 
effect on learning and cognition, PEDF curiously presented an increase in gene 
 xxxi 
 
expression on the temporal cortex of animals submitted to CIH and CIH followed by a 
2 weeks recovery in normoxia, though, PEDF protein levels were maintained 
unaltered. mRNA and protein levels were kept unaltered on the heart left ventricle, 
frontal cortex and hippocampus. Incubation performed in vitro demonstrated that 
PEDF and the anti-angiogenic PEDF fragment (P1) did not present any influence on 
kallikrein 1 and plasma kallikrein´s activity.  
This study demonstrated that CIH affects gene expression stability differently in brain 
structures. On the other hand, CIH did not affect learning and cognition task, but did 
affect PEDF only in the temporal cortex, selectively in transcriptional level. In 
addition, PEDF anti-angiogenic mechanisms do not seem to involve kallikrein 1 and 
plasma kallikrein. 
  
Keywords: Sleep Apnea Syndrome; Animal Models; Hypoxia; Sleep; Cognition. 
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1.1 Apneia obstrutiva do sono (AOS) 
A apneia obstrutiva o sono (AOS) é um distúrbio respiratório do sono 
caracterizado por episódios de obstruções repetitivas das vias aéreas superiores 
durante o sono, estes episódios, em grande parte dos pacientes, levam a diminuição 
na concentração de oxigênio circulante e, se forem prolongados, também levam a 
um quadro de hipercapnia, promovendo microdespertares que, por sua vez, 
fragmentam o sono (EPSTEIN et al., 2009). Segundo a Academia Americana de 
Medicina do Sono (AASM), a severidade da AOS é classificada de acordo com o 
número do índice de apneia e hipopnéia (IAH) por hora. A classificação da apneia 
pode ser dividida em: leve (IAH de 5 a 15); moderada (IAH de 15 a 30) e; grave (IAH 
maior que 30). Além do índice IAH, para o diagnóstico da síndrome da apneia 
obstrutiva do sono (SAOS), é necessário que haja queixa do paciente de sonolência 
diurna ou fadiga. (EPSTEIN et al., 2009) 
Em 1993, Young e colaboradores, demonstraram que a prevalência de 
AOS, na população americana entre 30 e 60 anos, era de aproximadamente 24% 
nos homens e 9% nas mulheres, considerando apenas o IAH maior que 5 episódios 
por hora (YOUNG et al., 1993). Em 2010, Tufik e colaboradores realizaram um 
estudo semelhante, onde se demonstrou que em uma amostra epidemiológica da 
população da cidade de São Paulo, a prevalência de AOS é de aproximadamente 
32,8%, considerando o IAH ≥ 5 e, pelo menos, um problema relatado relacionado a 
AOS como, por exemplo, sonolência diurna, fadiga, ronco, entre outros (TUFIK et al., 
2010). 
Outro fator importante da AOS, além da alta prevalência, é a relação não 
totalmente esclarecida de causa-consequência, com diversos distúrbios e patologias, 
como a resistência à insulina, hipertensão, obesidade e prejuízo cognitivo 
(DUMITRASCU et al., 2013; IP et al., 2002; LAL; STRANGE; BACHMAN, 2012; 
MALHOTRA; WHITE, 2002; NIETO et al., 2000). Em 2005, Marin e colaboradores 
demonstraram que a prevalência da mortalidade por acidente vascular cerebral ou 
por infarto agudo do miocárdio é maior em pacientes com AOS grave (IAH>30), e 
que essa diferença diminui significativamente em pacientes tratados com CPAP 
(Continous Positive Airway Pressure) (MARIN et al., 2005). Além disso, em 2010, 
Drager e colaboradores demonstraram que a AOS é um fator preditivo independente 
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para síndrome metabólica, utilizando os níveis de triglicérides e de glicose como 
marcadores, e para risco cardiovascular, sendo a razão colesterol/HDL, ácido úrico e 
proteína C reativa como marcadores (DRAGER et al., 2010). 
Além do envolvimento com doenças cardiovasculares e síndrome metabólica, a 
AOS possui também uma relação com alterações cognitivas. Já foi demonstrado que 
a AOS provoca alterações em memória, aprendizado, planejamento e execução de 
tarefas (BEEBE et al., 2003; LAL; STRANGE; BACHMAN, 2012; YAFFE et al., 
2011). Ferini-Strambi e colaboradores, em 2003, demonstraram que, em uma 
população homogênea de pacientes, a AOS promove declínio cognitivo, 
principalmente em tarefas de atenção sustentada, aprendizado e execução de 
tarefas (FERINI-STRAMBI et al., 2003). Em 2002, Beebe e Gozal demonstraram que 
o córtex pré-frontal é susceptível a fragmentação do sono e a hipóxia, ambos os 
fatores presentes na AOS, uma área importante para a memória de curto prazo, 
vigília, atenção, entre outros processos importantes na cognição (BEEBE; GOZAL, 
2002). 
 
1.2 Modelos de AOS 
A AOS apresenta alta incidência na população e, segundo diversos estudos, 
possui uma grande relação com diversos outros distúrbios. Por outro lado, essa 
relação de causa ou consequência de AOS e seus distúrbios relacionados ainda não 
possuem mecanismos bem esclarecidos. Para melhor compreender essa relação e 
seus mecanismos moleculares, o desenvolvimento de modelos experimentais para 
AOS foi necessário.  
 Um modelo experimental tem papel de auxiliar na compreensão dos 
fenômenos relacionados à doença, de maneira reprodutível e padronizada. Para 
isso, o modelo experimental deve atender ao menos um dos seguintes requisitos: 
1) Homologia, o modelo possui a mesma patofisiologia; 
2) Preditividade, o modelo responde de maneira semelhante; 
3) Isomorfismo, o modelo possui a mesma sintomatologia.  
Assim, diversos modelos para AOS foram desenvolvidos para sua melhor 
compreensão, sendo in vitro ou in vivo, espontâneos ou induzidos. 
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1.2.1 Modelos espontâneos 
 O modelo espontâneo que mais se assemelha com a AOS é o do Bulldog 
inglês (HENDRICKS et al., 1987). O Bulldog inglês possui uma má formação 
anatômica natural das vias aéreas superiores, com aumento do palato mole e 
estreitamento da orofaringe. Tais características fazem com que o Bulldog inglês 
tenha episódios espontâneos de obstrução das vias aéreas superiores durante o 
sono, causando sintomas muito semelhantes com a patologia humana, como 
sonolência diurna, fadiga, dessaturação da oxihemoglobina (HENDRICKS et al., 
1987).  
 Além do modelo do Bulldog inglês, outros animais também são utilizados para 
modelos espontâneos, por exemplo, porcos obesos para estudar a apneia na 
obesidade (LONERGAN et al., 1998), e ratos Sprague-Dawley espontaneamente 
hipertensivos que apresentam apneia central (CARLEY et al., 2000). 
 
1.2.2 Modelos induzidos 
 Além dos modelos espontâneos, outros tipos de modelos vêm sendo 
utilizados, como os modelos induzidos. Esses modelos consistem em induzir alguma 
característica da apneia, como a obstrução respiratória, hipóxia, ou outros fatores. 
Uma grande vantagem desses modelos é que podemos controlar a severidade e a 
ocorrência da exposição, assim, podemos observar, por exemplo, os efeitos de uma 
apneia mais leve ou mais grave, em diferentes idades, em animais obesos, 
hipertensos, entre outras variáveis. Os modelos induzidos basicamente se 
classificam em dois grupos: modelos cirúrgicos e não cirúrgicos. 
 
1.2.2.1 Modelos cirúrgicos 
 Os modelos induzidos cirúrgicos consistem na obstrução artificial das vias 
aéreas superiores. Normalmente, realiza-se um procedimento de traqueostomia para 
a implantação de uma sonda que oclua, de maneira intermitente, as vias aéreas 
superiores. Apesar de na grande maioria dos casos serem utilizados animais de 
grande porte para esse modelo, como cães, babuínos e carneiros, já existem 
procedimentos semelhantes para roedores (DEMATTEIS et al., 2009; NÁCHER et 
al., 2007; PINTO et al., 1993). Embora os modelos cirúrgicos reproduzam as 
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características da AOS, acabam não sendo muito utilizados, pois são limitados pelo 
grupo amostral e pelos efeitos colaterais da cirurgia (DEMATTEIS et al., 2009). 
1.2.2.2 Modelos não-cirúrgicos 
 Para evitar os problemas causados por métodos invasivos, presentes nos 
modelos cirúrgicos, modelos alternativos foram desenvolvidas. Em 2003, Farré e 
colaboradores desenvolveram um modelo em que o roedor é posicionado dentro de 
um cilindro que restringe seus movimentos, com um colar de borracha que obstrue 
as vias aéreas do animal (FARRÉ et al., 2003). Apesar de ser um método que 
reproduz as características da AOS, ele pode causar estresse e necessita de um 
tempo de adaptação. 
 Outro modelo não invasivo também utilizado é o de hipóxia intermitente (HI). 
Nesse modelo, o animal é exposto a baixas concentrações de oxigênio, de maneira 
intermitente. Apesar de envolver apenas um dos aspectos da AOS, é um dos 
modelos mais utilizados, pois necessita de um breve período de adaptação, não 
causa grande estresse ao animal e podem-se estudar os efeitos tanto da apneia 
obstrutiva, como da apneia central (DEMATTEIS et al., 2009). 
 
1.2.2.2.1 Hipóxia Intermitente 
 O modelo de hipóxia intermitente consiste em expor o animal a variações da 
concentração de oxigênio. Este modelo vem sendo muito utilizado devido a sua 
praticidade e eficiência, mesmo não abrangendo todas as características da AOS. 
 O equipamento a ser utilizado depende da espécie animal utilizada. Para 
animais de grande porte, normalmente utilizam-se máscaras, já para animais de 
pequeno porte, como roedores, utilizam-se câmaras para um ou mais animais 
(Figura 1). Em ambos os equipamentos, a concentração de oxigênio diminui em 
determinados ciclos, variando de aproximadamente 21% para um valor menor 
(Figura 2). Essa variação ocorre, normalmente, pela entrada de nitrogênio ou 
oxigênio, que acaba alterando a concentração dos gases. Esse modelo, além de ser 
usado para animais de grande e pequeno porte, também pode ser utilizado em 
modelos in vitro (DEMATTEIS et al., 2009).  
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 O modelo de HI também é considerado um modelo flexível, pois permite 
controlar alguns aspectos como o tempo de exposição, o nível de dessaturação de 
oxigênio e o padrão dos ciclos, o que torna esse modelo adaptável ao interesse de 
estudo. Por exemplo, apesar de ser um modelo que não causa obstrução das vias 
aéreas superiores, já foi demonstrado que o modelo pode causar um esforço 
respiratório, devido à hiperventilação durante os episódios de hipóxia (FLETCHER et 
al., 1992a, 1992b). Em outro estudo de 2006, Polotsky e colaboradores 
demonstraram que o modelo de HI com ciclos variando de 21 a 5% de oxigênio 
levam a fragmentação do sono de roedores (POLOTSKY et al., 2006). Sendo assim 
o modelo de HI é um dos mais utilizados, por reproduzir as condições de hipóxia e 
fragmentação do sono. 
 
Figura 2. Esquema demonstrativo das variações de oxigênio no modelo de hipóxia 
intermitente 
B A 
Figura 1. Figuras demonstrando dois diferentes métodos de hipóxia intermitente, o 
modelo de máscara (A), utilizado para animais de grande porte, e o modelo utilizando 
roedores em uma câmara de acrílico (B). Imagens adaptadas de (DEMATTEIS et al., 
2009). 
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1.2.2.2.1.1 Consequências da Hipóxia Intermitente 
Os modelos de HI já demostraram que a hipóxia participa em diferentes 
processos semelhantes aos observados na AOS, como hipertensão, estresse 
oxidativo, prejuízo cognitivo. 
 
1.2.2.2.1.1.1 Hipóxia intermitente no sistema cardiovascular 
Semelhante ao que ocorre na AOS, experimentos com modelos animais tem 
demonstrado a relação entre a HI e a hipertensão. Em cães, a obstrução das vias 
aéreas superiores durante o sono, simulando variações na pressão intratorácica, 
hipoxemia, e despertares, induziram o aumento da pressão arterial diurna após 
quatro semanas (BROOKS et al., 1997), sendo este um dos melhores modelos 
cirúrgicos, por reproduzirem todos fatores da AOS. Por outro lado, o modelo de 
Brooks e colaboradores apresenta grandes desvantagens, como custo elevado, 
baixa demanda e razões éticas envolvendo o uso de cães. Esses autores 
demonstraram que os efeitos foram em decorrência da hipóxia per se, uma vez que, 
ao avaliar o número de despertares isoladamente, não foi encontrado efeito de 
aumento de pressão arterial. Em roedores, a exposição crônica à HI também 
acarreta no aumento da pressão arterial (ZOCCAL et al., 2007).  
Durante a hipóxia, o mecanismo envolvido na gênese da hipertensão parece 
estar relacionado a diversos componentes que incluem aumento da atividade 
simpática (PERRY et al., 2011; PRABHAKAR; KUMAR, 2010), alterações nas 
funções dos quimiorreceptores (FLETCHER et al., 1992a), aumento da concentração 
plasmática de noradrenalina (ZOCCAL et al., 2007) e endotelina (KANAGY; 
WALKER; NELIN, 2001). Além disso, a hipóxia também pode alterar o perfil lipídico 
(PERRY et al., 2007) e o sistema renina-angiotensina (PERRY et al., 2011). 
 
1.2.2.2.1.1.2 Hipóxia intermitente no sistema nervoso central 
 Apesar de representar um estresse para todos os órgãos, a hipóxia afeta 
especialmente o cérebro, que apresenta uma grande sensibilidade à redução da 
concentração de oxigênio (CHOI, 1990). No SNC algumas regiões em especial são 
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funcionalmente afetadas pela hipóxia. Animais submetidos à HI sofreram alterações 
nas atividades motoras (ROW et al., 2002) e de memória espacial (GOZAL; DANIEL; 
DOHANICH, 2001), relacionando córtex e hipocampo 
Além disso, animais submetidos à HI apresentam maior vulnerabilidade à 
morte neuronal no córtex e na região CA1 (GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001). No 
hipocampo, HI apresentou um efeito denominado pelos autores de bifásico, onde 
animais expostos à HI durante 1 e 3 dias apresentaram diminuição de proliferação 
neuronal, após sete dias nenhuma alteração foi observada e durante 14 e 30 dias 
houve aumento de proliferação neuronal do hipocampo (GOZAL et al., 2003). Em 
2003, um estudo de Row e colaboradores, demonstrou que a exposição à HI por 
sete dias gerou um aumento na peroxidação lipídica no córtex, e que a 
administração de um antioxidante atenuou os efeitos causados pelo estresse 
oxidativo (ROW et al., 2003). 
Mais recentemente também se demonstrou que animais submetidos a HI 
apresentam diminuição da expressão de BDNF, assim como diminuição da 
frequência de LTP, fato que é revertido com administração exógena de BDNF, 
demonstrando a importância deste fator neutrófico na plasticidade sináptica (XIE; 
YUNG, 2012). Além de BDNF, fatores neurotróficos de outras famílias já foram 
estudados em AOS, como GDNF e NGF, reforçando a relação de diferentes fatores 
neurotróficos com AOS(GOLDBART; MAGER; VELING, 2007; LARKIN et al., 2010).  
1.2.2.2.1.1.3 Hipóxia intermitente e cognição 
  Os resultados cognitivos da exposição à HI são divergentes. Existem 
diversos estudos demonstrando efeitos da HI em diferentes tarefas 
comportamentais, entre elas Labirinto Aquático de Morris (GOLDBART et al., 2003; 
GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001), Esquiva Inibitória (PERRY et al., 2008b), 
Labirinto elevado em cruz (PERRY et al., 2008a), entre outras, sendo o Labirinto 
Aquático de Morris a tarefa mais estudada em diferentes modelos de HI. 
Os resultados obtidos variam principalmente com o tempo de exposição à HI e 
porcentagem de oxigênio. Animais submetidos à curtos períodos de HI, como de 3 a 
14 dias, apresentam prejuízo cognitivo em tarefa de Labirinto Aquático de Morris, 
uma tarefa hipocampo-dependente (GOLDBART et al., 2003; GOZAL; DANIEL; 
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DOHANICH, 2001), porém, ao avaliar ratos em tarefas de esquiva inibitória, uma 
tarefa amídala-dependente, os animais não apresentam déficit cognitivo.  
Ao avaliar animais submetidos a HI por oito semanas, Shiota e colaboradores 
demonstraram que não ocorre prejuízo cognitivo, quando avaliado por Labirinto 
Aquático de Morris(SHIOTA et al., 2013). Demonstrando que os resultados 
cognitivos da HI variam com a duração do protocolo. 
 
1.3 Fatores neurotróficos 
O aprendizado e outros processos cognitivos demandam um processo 
denominado plasticidade sináptica, que é a capacidade de reforçar ou enfraquecer 
determinadas sinapses. A plasticidade sináptica é controlada por uma série de 
fatores, principalmente por neurotransmissores e fatores neurotróficos. Fatores 
neurotróficos são proteínas responsáveis pelo crescimento e sobrevivência de 
neurônios em desenvolvimento e manutenção de neurônios maduros(POON; CHOI; 
PARK, 2013).  
Os fatores neurotróficos são divididos, de acordo com mecanismo de ação e 
semelhança estrutural, em três principais famílias, (DEISTER; SCHMIDT, 2006): 
1) Família das Neurotrofinas – primeira família identificada de fatores que 
induzem sobrevivência neuronal. É relacionada com diversos aspectos 
de sobrevivência e desenvolvimento neuronal no SNC e sistema 
nervoso periférico. Entre os membros da família das neurotrofinas 
estão: NGF, o primeiro fator neurotrófico identificado; BDNF, um dos 
fatores neurotróficos mais importantes e mais estudados; Neurotrofina-
3, entre outros. As neurotrofinas interagem com duas classes distintas 
de receptores, Trk (Tropomyosin-receptor-kinase) e p75NTR (p75 
neurotrophin receptor) (SKAPER, 2012). 
2) Família dos ligantes derivados do fator neurotrófico derivado de células 
da glia – constituída de proteínas relacionadas com aspectos de 
sobrevivência e desenvolvimento neuronal, participando principalmente 
da sobrevivência de neurônios dopaminérgicos. Entre seus membros 
estão: GDNF, Neurturin e Artemin, sendo GDNF o membro mais 
estudado desta família. A ação dos membros desta família é dada pela 
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ativação de um receptor específico, o receptor α da família de GDNF 
(HUANG et al., 2005). 
3) Família das citocinas neuropoiéticas – A família de fatores 
neurotróficos menos estudada, também atua na sobrevivência e 
crescimento de neurônios, entre seus principais membros estão 
Neuropoietina e fator neurotrófico ciliado. A ação dos membros da 
família da neuropoietinas é dada pela interação com receptor gp130, 
ativando a cascata de MAPK (BAUER; KERR; PATTERSON, 2007). 
Além dos fatores neurotróficos já bem descritos e classificados em famílias, 
existem outros fatores neurotróficos que não se encaixam na classificação de 
nenhuma família, como exemplo o importante fator neurotrófico Pigment Epithelium-
Derived Factor (PEDF).  
 
1.3.1 Pigment Epithelium-Derived Factor (PEDF) 
O Pigment epithelium-derived factor, ou PEDF é uma glicoproteína secretada, 
de 50kDa (418 aminoácidos) que foi inicialmente isolada em células de 
retinoblastoma,  quando foi identificada, pela homologia de sequência, como 
membro da família das serpinas (STEELE et al., 1993). As serpinas (serine protease 
inhibitor) são proteínas que, em grande maioria, apresentam atividade inibitória de 
serino proteases e algumas cisteíno e treonino proteases (POWERS et al., 2002). 
PEDF, apesar de ser um membro da família das serpinas, não apresenta atividade 
inibitória em nenhuma protease testada até hoje, sendo então classificado como 
uma serpina não-inibitória (SAGASTI et al., 1995).  
Apesar de apresentar uma alça sensível hidrólise enzimática, por enzimas como 
quimotripsina e catepsina G (BECERRA, 2006), PEDF não apresenta alteração 
conformacional mediada pela proteólise, um comportamento de  serpinas inibitórias 
que auxilia no processo de captura de proteases (SAGASTI et al., 1995). Além disso, 
estudos cristalográficos demonstraram que PEDF apresenta conformação globular e 
possíveis sítios de interação com moléculas de heparina (SIMONOVIC; GETTINS; 
VOLZ, 2001). 
O PEDF apresenta uma distribuição de cargas ao longo da proteína bastante 
assimétrica, separando a proteína em duas regiões: 1) uma região rica em cargas 
positivas (aminoácidos145-148), pela presença de resíduos básicos (Arginina e 
Lisina), que mediam interações entre PEDF-Heparina, e outros glicosaminoglicanos 
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(BECERRA et al., 2008); 2) uma região rica em cargas negativas, devido a presença 
de resíduos ácidos (Ác. Aspártico e Ác. Glutâmico), que apresenta a capacidade de 
se ligar aos colágenos I e III, com alta e baixa afinidade, respectivamente (MEYER; 
NOTARI; BECERRA, 2002). PEDF também apresenta uma região amino-terminal 
bastante hidrofóbica, identificada como uma sequência sinal de proteínas que são 
secretadas e um sítio de glicosilação na Asparagina285, além disso PEDF também 
apresenta três sítios de fosforilação nas Serinas 24, 114 e 227 (BECERRA, 2006). 
A distribuição de tecidual de PEDF é bastante variada, PEDF é detectado em 
uma grande variedade de tecidos, como sangue,  humor vítreo e humor aquoso nos 
olhos, liquido cefalorraquidiano, pele e SNC (TOMBRAN-TINK et al., 2005). No SNC 
PEDF é encontrado na maioria das regiões, como amígdala, núcleo caudado, corpo 
caloso, hipocampo, hipotálamo, substancia negra, núcleo subtalâmico, tálamo, 
córtex cerebral, medula espinhal, lobo occipital, lobo frontal, lobo temporal, pineal, 
retina e epitélio pigmentário retinal (TOMBRAN-TINK; BARNSTABLE, 2003). 
Apesar do grande número de estudos envolvendo a estrutura e bioquímica de 
PEDF, seus mecanismos de ação ainda não são totalmente conhecidos e acredita-
se que suas funções são mediadas por um receptor de membrana ligado a 
fosfolipase A2, sendo identificado em 2006 como receptor de PEDF (NOTARI et al., 
2006). O PEDFR, também conhecido como desnutrina e ATGL, é codificado pelo 
gene PNPLA2, e ao ser ativado apresenta atividade de fosfolipase liberando ácidos 
graxos, mediadores de cascatas de sinalização intracelular (NOTARI et al., 2006; 
SUBRAMANIAN; NOTARIO; BECERRA, 2010). 
 
1.3.1.1 Atividades de PEDF 
Inicialmente, PEDF foi classificado como proteína presente na retina, com 
atividade de diferenciação neuronal, porém, foi descrita também como proteína com 
atividades: anti-angiogênica, antitumoral, antiinflamatória, antioxidante, neurotrófica 
e neuroprotetora (YABE; SANAGI; YAMADA, 2010). 
 
1.3.1.1.1 Ação anti-angiogênica 
PEDF é um dos mais potentes inibidores de angiogênese em vários tecidos, e 
também considerado um dos fatores essenciais em retinopatias, como a retinopatia 
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diabética (DAWSON et al., 1999). Diversos mecanismos para a ação anti-
angiogênica já foram descritos, entre eles: 
1) Indução de apoptose de células endoteliais: foram descritos dois possíveis 
mecanismos para a indução de apoptose de células endoteliais via PEDF, o 
primeiro, realizado em células da microcirculação dérmica em células humanas, 
relaciona a ativação da cascata de Fas/caspase 8 pelo PEDF; já o segundo 
demonstra o papel importante de p38 MAPK na apoptose induzida por PEDF em 
HUVEC (HOSOMICHI et al., 2005); 
 2) PEDF promove a inibição da formação de tubo capilar ao impedir a ação 
angiogênica do colágeno I, via interação colágeno I-integrina endotelial 
(HOSOMICHI et al., 2005; MEYER; NOTARI; BECERRA, 2002); 
3) Bloqueio da migração de células endoteliais (CHUNG et al., 2008); 
4) Diminuição de atividade e de expressão de VEGF, mediada principalmente 
por alterações na fosforilação ou translocação de seus receptores do tipo I, 
diminuindo sua atividade (CAI et al., 2006). 
 
1.3.1.1.1.1 Ação antitumoral 
PEDF apresenta atividade antitumoral dividida em duas principais vias: de 
ação direta ou indireta (Figura 3). 
1. Ação indireta: Ao atuar como agente anti-angiogênico, PEDF inibe a 
vascularização necessária para o tumor, inibindo o crescimento do 
mesmo, por diminuição da disponibilidade de nutrientes e oxigênio 
(ABE et al., 2008). 
2. Ação direta: 
i. Assim como observado em células endoteliais, PEDF 
induz apoptose de células tumorais via indução da 
cascata Fas/Fas-ligante (ABE et al., 2004); 
ii. PEDF inibe a proliferação celular, ao diminuir o número de 
células tumorais que entram para a fase-S de 
proliferação, permanecendo em G0 (ZHANG et al., 2007); 
iii. A ação de PEDF diretamente nas células tumorais leva, 
por um mecanismo desconhecido, a diferenciação das 
mesmas (EK et al., 2007). 
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Figura 3. Mecanismos de ação descritos para PEDF como agente antitumoral, 
adaptado de (EK; DASS; CHOONG, 2006). 
 
1.3.1.1.2 Atividade Neurotrófica 
Apesar de PEDF não ter todos mecanismos completamente explicados, já 
existem alguns descritos para a ação neurotrófica de PEDF. Alguns estudos 
demonstram a capacidade de NF-κβ de prevenir a morte neuronal, de maneira 
convergente, PEDF, ao ser administrado em células granulares do cerebelo, 
apresentou uma diminuição das proteínas 1κβ, proteínas inibitórias  da ação de NF-
κβ, exacerbando assim a ação de NF-κβ, e agindo como fator neurotrófico indireto 
(YABE; WILSON; SCHWARTZ, 2001). 
Em 2008, Smith e colaboradores (2008) demonstraram as ações neurotróficas 
de PEDF via NF-κβ, onde PEDF se demonstrou capaz de promover uma 
diferenciação neuroendócrina de células, dentre os efeitos demonstrados de PEDF, 
o aumento de síntese de serotonina, proteína tau (importante na formação de 
microtúbulos), sinaptofisina (proteína que pode ser considerada um marcador de 
sinapses) e inclusive o aumento de espinhos dendríticos. Todas essas evidências 
indicam também a ação sinaptogênica de PEDF (SMITH et al., 2008). 
Além da ação de exacerbação da via de NF-κβ, PEDF também atua 
promovendo a expressão de outros três fatores neurotróficos. Yabe e colaboradores 
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(2001) demonstraram que PEDF atua aumentando a expressão de BDNF, NGF e 
GDNF em células neuronais maturas ou imaturas (YABE; WILSON; SCHWARTZ, 
2001).  
Além da importante ação neurotrófica e sinaptogênica, PEDF também 
apresenta papel importante na neurogênese. 
 
1.3.1.1.2.1 Atividade Pró-neurogênica 
Estudos mais recentes demonstraram que PEDF apresenta papel importante 
no processo de neurogênese. As células-tronco adultas são caracterizadas por auto-
renovação e diferenciação em diversas linhagens celulares, essas propriedades são 
reguladas por sinais de células adjacentes e por componentes de matriz extracelular, 
gerando um ambiente celular denominado de nicho (RAMÍREZ-CASTILLEJO et al., 
2006). 
PEDF apresenta papel importante na formação deste nicho celular necessário 
para a renovação de células-tronco cerebrais, atuando nas duas áreas germinadoras 
principais do cérebro, hipocampo e zona subventricular. Estudos in vitro e in vivo, 
realizados em camundongos demonstraram que PEDF possui papel essencial na 
diferenciação celular (ANDREU-AGULLÓ et al., 2009; RAMÍREZ-CASTILLEJO et al., 
2006). 
Além disso, Gonzalez e colaboradores (2010) ao analisarem a capacidade de 
induzir auto-renovação celular pelo proteoma humano completo de proteínas 
extracelulares (total de 806 proteínas), observaram que PEDF obteve o melhor 
desempenho, sendo capaz, sem auxílio de outros fatores, de induzir a auto-
renovação de células de células pluripotentes embrionárias humanas (GONZALEZ et 
al., 2010). 
 
1.3.1.1.3 Atividade Neuroprotetora 
A excitotoxicidade é um processo patológico em que ocorre dano e/ou morte 
de células do SNC através da superestimulação de receptores, geralmente 
glutamatérgicos, que leva ao excesso de cálcio intracelular. Este cálcio intracelular 
causa a ativação de uma série de cascatas, ainda não bem definidas, que levam à 
morte da célula. A excitotoxicidade é um processo envolvido em algumas patologias, 
como doenças neurodegenerativas e lesão cerebral por isquemia. PEDF foi descrito 
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como neuroprotetor em doenças neurodegenerativas, como Parkinson (YASUDA et 
al., 2007), assim como em processos de lesão isquêmica (TANIWAKI et al., 1997). 
PEDF apresenta diversos mecanismos de proteção em modelo de lesões por 
isquemia, tanto in vitro, em neurônios e células da glia, assim como in vivo (Figura 
4): 
 
 
Figura 4. Mecanismos de ação descritos para ação de PEDF como agente 
neuroprotetor. Adaptado de(KAWAGUCHI; YAMAGISHI; SATA, 2010). 
 
 1) Células neuronais 
  i) Diminuição da excitotoxicicidade exercida pelo Glutamato (TANIWAKI 
et al., 1997); 
  ii) Indução de expressão de genes pró-sobrevivência, como SOD-Mn, 
uma enzima antioxidante importante (YABE et al., 2005). 
 2) Células da Glia 
i) Diminuição de expressão de Aquaporina 4, que apresenta um papel 
importante na formação de edema, uma das complicações provenientes de 
lesões isquêmicas (SANAGI; YABE; YAMADA, 2008). 
ii) Auxilio no clearence de Glutamato em lesões isquêmicas, por 
aumentar a expressão de GLT-1 e GLAST, transportadores de 
Glutamato(SANAGI; YABE; YAMADA, 2010). 
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iii) Diminuição da expressão de genes pró-inflamatórios, como IL-1β, 
COX2, TNF-α, IL-6 e iNOS (YABE; WILSON; SCHWARTZ, 2001; YABE et al., 
2005). 
 
3) Ação in vivo 
i) Atenuação de danos induzidos por isquemia (SANAGI; YABE; 
YAMADA, 2008); 
ii) Atenuação de aproximadamente quatro vezes da morte neuronal 
induzida por excitotoxicidade induzida por ácido quinolínico (um agonista de 
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA)(SANAGI; YABE; YAMADA, 2010); 
iii) Atenuação da expressão de genes pró-inflamatórios induzidos pelo 
processo de excitotoxicidade(SANAGI; YABE; YAMADA, 2010) 
iv) Atenuação da morte celular de células ganglionares da retina por 
excitotoxicidade induzida por N-metil-D-aspartato (um agonistas de receptores 
glutamatérgicos, principalmente do tipo NMDA) e por estresse hipertensor 
(modelo celular de glaucoma).(MIYAZAKI et al., 2011) 
Outros mecanismos de ação neuroprotetora para PEDF já foram descritos 
entre eles proteção de células do SNC contra danos oxidativos e atividade 
antiinflamatória (YABE; SANAGI; YAMADA, 2010). 
 
1.3.1.1.3.1 Ação antioxidante 
PEDF apresenta importante ação antioxidante, porém o mecanismo exato 
desta ainda não é completamente conhecido. Já foi demonstrado que PEDF exerce 
ação antioxidante de maneira indireta, por induzir a expressão da enzima 
antioxidante Superoxido Dismutase dependente de Manganês. (SOD-Mn) in vitro 
(YABE et al., 2005)e  in vivo (SANAGI; YABE; YAMADA, 2008). Além disso, PEDF 
também se demonstrou capaz de reverter diversos tipos de danos oxidativos, em 
diferentes tipos celulares. 
Em pericitos (células do tipo mesenquimal, associadas a parede vascular), 
PEDF foi capaz de reverter a formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
induzida por diferentes doses de glicose e de peróxido de hidrogênio, sendo capaz 
de reduzir, de maneira dose-dependente, a porcentagem de EROs abaixo de 
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qualquer grupo, incluindo controle, apresentando uma potente ação antioxidante 
(AMANO et al., 2005). 
Em células neuronais, PEDF apresenta uma proteção contra danos 
oxidativos, novamente de maneira dose-dependente. Sanchez e colaboradores 
(2012) demonstraram que PEDF foi capaz de reverter a morte neuronal induzida por 
peróxido de hidrogênio, sendo este processo dependente da ativação da via de 
sinalização de ERK (extracellular signal-regulated kinase) 1 e 2(SANCHEZ et al., 
2012). 
Yamagishi e colaboradores (2004) demonstraram que em células endoteliais, 
PEDF reverte a formação de EROs induzidos por TNFα, um importante agente pro-
inflamatórios. PEDF foi capas de diminuir a produção de EROs de maneira drástica, 
apresentando menor porcentagem de EROs quando comparado com todos os 
grupos do experimento, incluindo grupo controle(YAMAGISHI et al., 2004).  
 
1.3.1.1.3.2 Ação anti-inflamatória 
A ação anti-inflamatória de PEDF é dada principalmente de duas maneiras: 
pela diminuição de expressão de genes pró-inflamatórios e pela neutralização dos 
danos causados por EROs induzidos por moléculas pró-inflamatórias. Os efeitos de 
inibição da formação de EROs induzidas por TNFα (YAMAGISHI et al., 2004), já 
foram descritos anteriormente. 
A inibição da expressão de genes pró-inflamatórios foi primeiramente 
demonstrada in vitro (YABE et al., 2005)e mais tarde in vivo (SANAGI; YABE; 
YAMADA, 2008). PEDF se demonstrou  capaz de inibir a expressão de genes pró-
inflamatórios como IL-1β, IL-6, TNFα, COX-2 e iNOS (SANAGI; YABE; YAMADA, 
2008; YABE et al., 2005), apresentando papel importante na regulação destes 
genes.  
Devido aos seus diversos papeis em diversos processos, PEDF é 
amplamente estudado em modelos envolvendo câncer, angiogênese, EROs, 
isquemia e hipóxia (EK; DASS; CHOONG, 2006; FALK; GONZALEZ; SHERMAN, 
2010; TAHARA et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA 
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A AOS é uma doença com prevalência alta que provoca diversas 
alterações cardiovasculares e metabólicas já bem demonstradas, sendo inclusive um 
fator preditivo para síndrome metabólica e outros riscos cardiovasculares. Além 
disso, já foi demonstrado que pacientes com AOS apresentam declínio cognitivos, 
hipersonolência diurna, além de outras consequências neurológicas, que ainda 
possuem seus mecanismos desconhecidos. 
Considerando a necessidade da melhor compreensão dos mecanismos 
das consequências da AOS, principalmente neurológicos e cardíacos, a utilização de 
um modelo animal se torna essencial para compreender estes mecanismos e, 
possivelmente, propor tratamentos futuros. Um dos modelos animais mais utilizados 
para estudos de AOS é o de HI em roedores, por apresentar diversas alterações 
semelhantes às causadas pela AOS, inclusive as consequências neurológicas e 
cardiovasculares.  
Diante disso, faz-se necessário o estudo de possíveis mecanismos 
e/ou moléculas-alvo para tratamento destas complicações da AOS. Devido às 
atividades de PEDF em diversos processos como neurogênese, neuroproteção, anti-
angiogênese e anti-oxidante, é necessária a investigação do possível papel de 
PEDF nas consequências da AOS, através do estudo do modelo de HI em ratos. 
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3 OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo geral 
 Avaliar aprendizado e memória espacial e as expressões gênica e proteica de 
PEDF no SNC e no ventrículo esquerdo de ratos submetidos à HI, assim como 
avaliar os efeitos do retorno à normóxia, após seis semanas de hipóxia. Além de 
avaliar possíveis interações de PEDF e enzimas angiogênicas in vitro. 
 
3.2 Objetivos específicos 
1) Verificar os efeitos de HI na expressão proteica de PEDF no SNC sistema 
cardiovascular, utilizando Western Blot: 
2) Selecionar os melhores genes de referência para análise de expressão gênica 
de PEDF: 
3) Investigar os efeitos de HI na expressão gênica de PEDF no sistema cardíaco 
e SNC, utilizando qRT-PCR: 
4) Investigar os efeitos dos protocolos de HI e Rb no aprendizado e memória 
espacial: 
5) Avaliar possível interação in vitro de PEDF e enzimas envolvidas no processo 
angiogênico, com presença de diferentes fatores moduladores. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
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4.1.1 Ensaios Bioquímicos 
Considerando que os mecanismos anti-angiogênicos de PEDF ainda não 
estão completamente explicados, assim como o fato de PEDF pertencer à classe 
das serpinas, a possibilidade de interação de PEDF com proteases essenciais em 
processos angiogênicos, como as calicreínas plasmática (ISHIHARA et al., 2001)e 
tissular (EMANUELI et al., 2000), foi investigada. Para isso, foram realizados 
experimentos de atividade enzimática com calicreína tissular humana recombinante 
(hK1) e calicreína plasmática humana recombinante (hPK) com fragmento peptídico 
de PEDF com atividade anti-angiogênica, PEDF recombinante glicosilado ou não, 
todos de origem humana. 
 
4.1.1.1 Síntese de Peptídeo fragmento de PEDF 
Alguns fragmentos de PEDF já foram descritos com importante atividade anti-
angiogênica. Em 2010, Abe e colaboradores descreveram três fragmentos de PEDF 
com importante atividade anti-angiogênica, que foram bem sucedidos no tratamento 
de psoríase (ABE et al., 2010), o fragmento com maior atividade anti-angiogênica 
(P1 –YHLNQP) deste estudo foi escolhido para ensaios de inibição com hK1 e hPK. 
O peptídeo foi sintetizado em fase sólida utilizando a estratégia Fmoc de 
síntese (PÁTEK; LEBL, 1991), utilizando resina do tipo Wang pré-acoplada com o 
primeiro aminoácido da síntese. A síntese foi realizada na escala de 50 mg, e seguiu 
resumidamente o seguinte fluxo: 
1) Desproteção (30 minutos à temperatura ambiente em piperidina 20% 
diluída em DMF) do grupamento Fmoc da resina pré acoplada com o 
primeiro aminoácido. Ao fim da etapa a confirmação era realizada com 
teste de Kaiser, em caso positivo (grupamentos amino livre), a reação era 
continuada, em caso negativo a desproteção era repetida; 
2) Acoplamento do aminoácido seguinte protegido com Fmoc, utilizando os 
agentes acopladores TBTU e HOBT em DMF e com a finalidade de manter 
o pH ideal para reação empregou-se a utilização de DIPEA. A reação era 
realizada a temperatura ambiente, sob agitação. Ao fim da etapa a 
confirmação era realizada com teste de Kaiser, em caso negativo 
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(grupamentos amino ocupados) a reação era continuada, em caso positivo 
o acoplamento era repetido;  
3) Etapas 1 e 2 foram repetidas consecutivamente até o acoplamento do 
último aminoácido, que foi seguido a desproteção do último aminoácido, 
em seguida o processo de clivagem foi realizado (1 hora de incubação em 
temperatura ambiente 95% de Ácido trifluoracético, 2,5% de água e 2,5% 
e triisopropilsilano). 
4) Ao fim da clivagem, o peptídeo era analisado no HPLC e liofilizado. 
 
4.1.1.2 Purificação de Peptídeo fragmento de PEDF 
O peptídeo P1 após a síntese foi analisado no HPLC SCL-10ª, Shimadzu, 
Japão, sendo composto de: duas bombas modelo CTO-10A, injetor Rheodyne com 
aplicador de 2 ml, coluna ACE 5 C18 (250 x 4,6 mm), monitor UV (SPD-10A) para 
detecção em λ = 212 nm ( comprimento de onda para ligações peptídicas), 254 nm 
(comprimento de onda da Fenilalanina) e 280 nm, (comprimento de onda da 
Tirosina); e monitor de fluorescência (RF-10AXL), ajustado para comprimento de 
excitação de 275 nm e de emissão 310 nm (fluorescência da Tirosina). Como fase 
móvel, foram utilizados dois tampões: Tampão A (99,9% de água, 0,1% de ácido 
Trifluoroacético (TFA)) e Tampão B (90% de acetonitrila, 9,9% de água e 0,1% de 
TFA). 
Após análise do perfil cromatográfico do peptídeo, o mesmo foi identificado no 
HPLC acoplado à espectrômetro de massas do tipo triplo quadropolo (Varian 
320MS), após a identificação do pico cromatográfico correspondente à massa 
correta do peptídeo, este foi purificado utilizando HPLC CBM10A, Shimadzu, Japão, 
sendo composto de: duas bombas modelo Shimadzu LC-10AD, acoplados ao 
detector de UV SPD-10A, utilizando coluna Phenomenex C18 Jupiter (250 x 21,2 
mm) e coletor de tubos automático Frac-920 (Amersham Biosciences), após a 
purificação, o peptídeo foi liofilizado. 
 
4.1.1.3 Velocidade de hidrólise enzimática de hK1 e hPK 
A velocidade de hidrólise foi realizada em placas pretas de 96 poços, 
utilizando calicreína tissular humana recombinante (hK1) (R&D Systems, cat# 2337-
SE), calicreína plasmática humana recombinante (R&D Systems, cat# 2497-SE-
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010), Z-Phe-Arg-MCA (Sigma, cat# C9521) como substrato fluorescente, PEDF 
recombinante (Prospecbio, cat# cyt-580), PEDF recombinante glicosilado 
(Prospecbio, cat# cyt-553), Heparina sódica (Kin Master) e Colágeno tipo I 
fluorescente (Molecular Probes, cat# D12060), além do peptídeo P1, sintetizado e 
purificado pelo nosso laboratório. A técnica de fluorescência apagada foi empregada 
para acompanhamento em tempo real da atividade enzimática. A quebra de Z-Phe-
Arg-MCA por hPK ou hK1 gera os fragmentos Z-Phe-Arg-OH e MCA, este último 
quando liberado da ligação peptídica apresenta aumento de fluorescência (Excitação 
= 365nm e Emissão = 440nm), que foi lida pelo aparelho SpectraMax Gemini 
(Molecular Devices). 
 
4.1.1.3.1 Incubação hK1 ou hPK com fragmento de PEDF 
Considerando a possibilidade do fragmentos de PEDF humano exercer papel 
de substrato e/ou inibidor de hPK ou hK1, este foi incubado com hK1 ou hPK na 
presença do substrato Z-Phe-Arg-MCA, para análise de possíveis alterações na 
velocidade de hidrólise. 
Pra testar uma possível interação de hK1 ou hPK com P1, este foi incubado 
separadamente nas concentrações de 0,1, 1 e 10µM com hPK ou hK1 na 
concentração final de 5nM e Z-Phe-Arg-MCA de 10µM em tampão Tris-HCl 50mM 
em dois diferentes pHs 7,6 e 8,6. O pH de 8,6 foi utilizado por ser o pH ótimo da 
enzima, já o pH 7,6 foi utilizado para analisar os diferentes comportamentos da 
interação enzima-peptídeo em pH fisiológico. Após 30 minutos de incubação à 37ºC, 
a reação foi interrompida com a adição de 10% do volume total de ácido 
trifluoracético 10%, em seguida analisada no HPLC, para avaliação de possíveis 
fragmentos gerados. 
 
4.1.1.3.2 Incubação hK1 com PEDF glicosilado ou não 
Considerando os resultados de velocidade de hidólise com os peptídeos e a 
maior importância de hK1 em processos angiogênicos, apenas esta foi utilizada para 
estes ensaios. Considerando a possibilidade de PEDF apresentar uma interação 
com hK1 somente quando integro, a proteína recombinante, glicosilada ou livre, foi 
incubada na presença de hK1 e seu substrato para análise de possíveis alterações 
de velocidade. 
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Pra testar uma possível interação de hK1 com PEDF recombinante livre ou 
glicosilado, diferentes concentrações destes foram incubadas com  hK1 5nM e Z-
Phe-Arg-MCA 10 µM em tampão Tris-HCl 50mM em pH 7,6, porém, ao utilizar PEDF 
integro, além das incubações realizadas com diferentes concentrações de PEDF, 
estas mesmas também foram realizadas na presença de colágeno tipo I ou heparina 
sódica, uma vez que PEDF apresenta modulação de suas atividades neurotrófica e 
anti-angiogênica via colágeno tipo I (MEYER; NOTARI; BECERRA, 2002) e 
heparina(SIMONOVIC; GETTINS; VOLZ, 2001). Sendo assim, as incubações foram 
realizadas nas seguintes condições: 
1) hK1 5 nM + Z-Phe-Arg-MCA 10 µM + PEDF livre (5, 10 e 20 nM) 
2) hK1 5 nM + Z-Phe-Arg-MCA 10 µM + PEDF livre (5, 10 e 20 nM) + 
Heparina sódica 10 µM 
3) hK1 5nM + Z-Phe-Arg-MCA 10 µM + PEDF livre (5, 10 e 20 nM) + 
Colágeno tipo I 20 nM 
4) hK1 5 nM + Z-Phe-Arg-MCA 10 µM + PEDF glicosilado (5, 10 e 20 
nM) 
5) hK1 5 nM + Z-Phe-Arg-MCA 10 µM + PEDF glicosilado (5, 10 e 20 
nM) + Heparina sódica 10 µM 
6) hK1 5 nM + Z-Phe-Arg-MCA 10 µM + PEDF glicosilado (5, 10 e 20 
nM) + Colágeno tipo I 20 nM 
 
4.1.2 Ensaios Biológicos 
Devido à limitações dos equipamentos utilizados para o protocolo de hipóxia, o 
experimento foi dividido em duas etapas (Figura 5). Na primeira etapa, os animais 
foram utilizados para análise de expressão gênica da PEDF por qRT-PCR, sendo 
utilizados oito animais para cada grupo, totalizando 24 animais. Na segunda etapa, 
os animais foram utilizados para o teste de memória e aprendizado, o labirinto 
aquático de Morris, e para a análise de expressão proteica de PEDF. Nesta etapa, 
foram utilizados 15 animais por grupo devido à necessidade de um n amostral maior 
para a tarefa comportamental, totalizando 45 animais. 
Em ambas as etapas, as regiões cerebrais utilizadas foram o hipocampo, 
córtex frontal e córtex temporal, sendo regiões relacionadas com o processamento 
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da memória e o aprendizado. Além do sistema nervoso central, também foram 
avaliadas as expressão gênica e proteica de PEDF no ventrículo esquerdo cardíaco. 
 
 
 
 
4.1.2.1 Animais 
Foram utilizados ratos machos Wistar (n=69), com três meses de idade 
provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para 
Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade Federal de São Paulo. Durante todo 
o experimento, quatro a cinco animais foram acomodados em gaiolas-moradia, 
mantidas em um ambiente controlado com temperatura média de 22C (22 ± 2C) com 
um ciclo claro-escuro de 12h, sendo o período claro das 7 às 19h, e o escuro das 19 
às 7h. A ração e a água foram fornecidas ad libitum. Todos os experimentos 
realizados neste estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
UNIFESP (CEP 2051/11 e 2025/11 ANEXOS 1 e 2). 
4.1.2.2 Hipóxia intermitente 
Para o protocolo de HI, os animais foram alojados dentro de uma 
câmara de acrílico (80 x 54 x 58 cm; modelos Oxycycler A44XOV, Biospherix, 
Redfield, NY, USA) e expostos a ciclos de HI. A concentração de oxigênio (O2) foi 
controlada em tempo real por um sensor de O2 acoplado a um sistema 
computadorizado, que controlava as entradas de O2 e nitrogênio (N2). 
Concentrações de CO2 foram mantidas <0,02 ppm, umidade entre 40-50% e 
Figura 5. Desenho experimental e divisão das duas fases 
do experimento. 
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temperatura à 22-24 °C. O protocolo de HI consistia em variações cíclicas repetitivas 
de 5 a 21% de O2 em seis minutos (sendo três minutos para atingir 5%, seguidos de 
outros três minutos para atingir 21%). Os animais eram submetidos aos ciclos de HI 
por oito horas do período claro (das 8 às 16h), durante seis semanas (Figura 6) 
 
 
Figura 6. Desenho experimental. 
Os animais do grupo Ctrl foram mantidos em normóxia (ar ambiente) durante todo o 
experimento. Os animais do grupo HI e Rb foram submetidos ao protocolo de hipóxia 
(Concentração de O2 de 21 a 5% em 3 minutos), das 8 às 16h, durante seis 
semanas. Ao término das seis semanas, os animais do grupo HI foram 
eutanasiados, e os animais do grupo Rb foram mantidos por duas semanas em 
normóxia e, em seguida, eutanasiados. 
 
4.1.2.3 Protocolo experimental 
Os 69 animais foram separados em três grupos, denominados: grupo 
controle (CTL; n=23), grupo hipóxia intermitente (HI; n=23) e grupo rebote (Rb; 
n=23). O grupo CTL permaneceu alojado em gaiolas-moradia na mesma sala que os 
animais dos outros grupos durante todo o experimento. Os animais dos grupos HI e 
Rb foram submetidos ao protocolo descrito anteriormente de HI durante seis 
semanas. Porém, ao término do protocolo, os animais do grupo Rb foram mantidos a 
concentração de oxigênio ambiente (aproximadamente 21%), por mais duas 
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semanas, em busca de investigar se os efeitos causados pela HI se normalizam 
após duas semanas de para uma possível normalização dos efeitos causados pela 
HI. Após o término de cada protocolo, os animais submetidos aos procedimentos 
seguintes (Figura 5). 
4.1.2.4 Primeira etapa 
4.1.2.4.1 Extração do RNA total 
Ao final de cada experimento, os animais foram imediatamente 
eutanasiados pelo método da decapitação em uma sala adjacente. Os cérebros e 
corações foram removidos imediatamente após a eutanásia para a dissecação do 
ventrículo esquerdo do coração e hipocampo, córtex frontal e temporal do cérebro. 
Para a extração de RNA total utilizou-se o método do TRIzol® 
(Invitrogen Life Sciences, CA, Estados Unidos).  
Os tecidos foram homogeneizados por 20 segundos na proporção de 1 
ml de TRIzol® para 50-100 mg de tecido, incubados a temperatura ambiente por 5 
minutos, em seguida foram adicionados 0,2 ml de clorofórmio. A amostra foi agitada 
vigorosamente por 15 segundos, seguida de incubação de 3 minutos a temperatura 
ambiente e centrifugação a 12000 g X 15 minutos a 4° C. 
Após a centrifugação, a fase aquosa com RNA foi transferida para 
outro tubo e 1 ml de isopropanol gelado foi adicionado para precipitação do RNA, 
seguido de agitação. Após a agitação as amostras foram incubadas por 10 minutos 
à temperatura ambiente e centrifugadas a 12000 g X 10 minutos a 4 °C. Em seguida, 
o sobrenadante foi aspirado cuidadosamente, para não aspiração do pellet de RNA. 
Este pellet foi lavado com 1 ml de etanol 75%, seguido de agitação e centrifugação a 
7500 g X 5 min a 4 ºC. 
Como na etapa anterior, o sobrenadante foi descartado 
cautelosamente para não aspiração do pellet, em seguida secado à vácuo e o RNA 
dissolvido em 50 µl de água Milli-Q, seguido de incubação de 15 minutos a 37 ºC. A 
quantidade do RNA foi avaliada em equipamento espectrofotômetro (NanoDrop 
8000, Thermo Scientific, Estados Unidos). As amostras foram todas armazenadas a 
-80 ºC. 
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4.1.2.4.2 Avaliação da qualidade do RNA 
Para avaliação da qualidade das amostras foi utilizado o gel de agarose na 
concentração de 2%, em tampão TBE (Tris-Borato 45 mM e EDTA 1 mM, pH 8,3). A 
integridade das subunidades 18S e 28S de RNAr foram analisadas como medida de 
integridade da amostra. No gel foi utilizado como marcador fluorescente o brometo 
de etídeo, 0,5 µg/ml. A separação eletroforética ocorreu pela aplicação de corrente 
elétrica, 4 – 10 V/cm, em TBE. Para acompanhamento da corrida utilizou-se uma 
solução corante, loading buffer, junto à amostra, e um marcador de 100 pares de 
base. Para realização do experimento foi utilizado o equipamento de eletroforese 
Electrophoresis Power Supply – EPS 301, Amershan Pharmacia Biotech. As bandas 
foram visualizadas pelo programa Image Master VDS (Pharmacia Biotech) (Figura 
7). A concentração do RNA foi analisada pela relação entre a absorção nos 
comprimentos de onda 260\280 nm, pelo equipamento Nanodrop (ThermoScientific).  
 
 
Figura 7. Exemplo das bandas de RNA ribossomal 18S e 28S integras, em amostras 
de RNA total de hipotálamo. PM – Marcador de 100 pares de base; CTL – Grupo 
controle; HI – Grupo hipóxia intermitente; Rb – Grupo Rebote. 
 
4.1.2.4.3 Tratamento com DNAse 
Para evitar interferência de DNA genômico, as amostras foram tratadas com 
kit de DNase I (Invitrogen Life Sciences, CA, Estados Unidos). Aproximadamente 1 
µg de RNA total foi diluído em 1 µL de tampão DNAse e 1 µL de DNAse, em um 
volume final de 10 µL (volume completado com água Milli-Q) e incubados por 15 
minutos à temperatura ambiente. Em seguida, para inativação da DNAse, 1 µL de 
EDTA 25 mM foi adicionado, e o tubo aquecido por 10 minutos a 65 °C. A 
quantidade do RNA foi avaliada em equipamento espectrofotômetro (NanoDrop 
8000, Thermo Scientific, Estados Unidos)  
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4.1.2.4.4 Reação em cadeia de polimerase – Transcriptase Reversa 
Para a quantificação relativa de RNA, primeiramente as amostras foram 
convertidas a DNA complementar (cDNA), para isso utilizou-se o kit cDNA Synthesis 
(Invitrogen), tendo como enzima de amplificação a transcriptase reversa. Para esta 
conversão de RNA em cDNA, utilizou-se 1 µg de RNA total tratado com DNAse em 
volume final de 10 µL. Separadamente, em outro tubo, preparou-se uma solução 
para formação do cDNA, contendo 2 µL de tampão para transcriptase reversa, 2 µL 
de primers randômicos, 1 µL de enzima Multiscribe transcriptase reversa, 0,8 µL 
DNTP´s e 4,2 µL de água Milli-Q, totalizando 10 µL. Essa solução foi adicionada ao 
RNA total previamente diluído, e submetida á PCR (Tabela 1). Ao término da reação 
as amostras foram armazenadas na geladeira. 
 
Temperatura Tempo 
25 ºC 10 minutos 
37 ºC 2 horas 
85 ºC 5 minutos 
4 ºC - 
Tabela 1. Condições de PCR para síntese de cDNA 
 
4.1.2.4.5 PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) 
4.1.2.4.5.1 Seleção de genes de referencia 
Antes da realização das análises de expressão relativa de PEDF, devido à 
ausência de dados de validação e seleção de genes de referência (housekeeping 
genes) que não fossem sensíveis às condições experimentais de hipóxia 
intermitente, para dados mais confiáveis, houve a necessidade de realizar a 
validação e seleção de housekeeping genes deste estudo. 
Os genes de referência mais comumente utilizado na literatura foram 
avaliados no modelo de HI. Genes participando de diferentes cascatas moleculares 
foram selecionados para esta avaliação, uma vez que o modelo afeta diferentes 
sistemas, sendo os genes selecionados: rRNA eucariótico 18S (18S), beta-actina 
(ACTB), beta-2-microglobulina (β2M), gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 
(GAPDH) e hipoxantina-guanina fosforibosil transferase (HPRT).  
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18S exerce uma função essencial na estrutura ribossomal; ACTB apresenta 
papel importante na manutenção da estrutura do citoesqueleto; β2M está envolvida 
na apresentação de antígenos via MHC classe I; GAPDH tem participação na 
cascata da glicólise, e atua convertendo gliceraldeído-3-fosfato em 1,3-
difosfoglicerato; HPRT converte hipoxantina a monofosfato de inosina, participando 
na geração de purinas (Tabela 2). 
 
Símbolo e número 
de acesso dos 
genes 
Nome do gene Sequência dos Primers 
Amplicon 
(pb) 
GAPDH 
NM_017008 
Gliceraldeído-3-fosfato 
desidrogenase 
F 5´ -TGCCCCCATGTTTGTGATG- 3´ 
R 5´ -GCTGACAATCTTGAGGGAGTTGT- 3´ 
64 
ACTB 
NM_031144 
Beta-actina 
F 5´ -AGCGTGGCTACAGCTTCACC- 3´ 
R 5´ -AAGTCTAGGGCAACATAGCACAGC- 3´ 
85 
β2M 
NM_012512 
Beta-2-microglobulina 
F 5´ -GCCATCCACCGGAGAATG- 3´ 
R 5´ -GGTGGAACTGAGACACGTAGCA- 3´ 
60 
HPRT 
NM_012583 
Hipoxantina-guanina 
fosforibosil transferase 
F 5´ -GCGAAAGTGGAAAAGCCAAGT- 3´ 
R 5´ -GCCACATCAACAGGACTCTTGTA- 3´ 
76 
18s 
NR_046237 
rRNA eucariótico 18S 
F 5´ -CGGACAGGATTGACAGATTG- 3´ 
R 5´ -CAAATCGCTCCACCAACTAA- 3´ 
83 
Tabela 2. Genes candidatos, números de acesso e sequência de primers. F- Primer 
anterógrado; R – Primer retrógrado. 
 
Para a validação e seleção dos genes de referência cada cDNA foi utilizado 
como template para o qRT-PCR, utilizando SYBER green® (Applied Biosystems), 
placas de 96 poços (MicroAmp® - Applied Biosystems), seladas com filme de 
qualidade óptica e aparelho de leitura Applied Biosystems 7500 Real-TimePCR 
System (Applied Biosystems). Cada reação foi feita utilizando o volume final de 20 
µl, contendo 1 µL de cDNA diluído em H2O Milli-Q e 19 µL de solução mãe (10 µL de 
SYBER green®, 9 µL de H2O Milli-Q contendo os primers anterógrados e retrógrados 
na concentração final de 90 nM). Os valores de Ct foram mantidos na faixa ideal de 
confiabilidade (entre 15,0 e 33,0), e a expressão de cada gene de referência foi 
realizada utilizando 2-∆Ct (VANDESOMPELE et al., 2002). Todas amostras foram 
corridas em triplicata e suas médias calculadas e utilizadas para análise com três 
diferentes softwares para seleção de genes de referência. 
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4.1.2.4.5.1.1 Análise e classificação de genes de referência 
As avaliações de estabilidade gênica foram realizadas utilizando os três 
métodos de estabilidade mais utilizados: geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002), 
NormFinder(ANDERSEN; JENSEN; ØRNTOFT, 2004) e BestKeeper(PFAFFL et al., 
2004). O valor de 2-∆Ct de cada gene foi utilizado para avaliação de estabilidade em 
todos métodos. 
O software geNorm calcula o valor de estabilidade M-value, que descreve a 
variação do gene comparado com todos os demais genes candidatos, quanto menor 
o M-value, mais estável é o gene(VANDESOMPELE et al., 2002). O software 
NormFinder estima as mudanças em cada gene candidato, considerando os demais 
genes e grupos experimentais, e seus resultados são representados por Stability 
value, e quanto mais estável o gene for, menor seu Stability value (ANDERSEN; 
JENSEN; ØRNTOFT, 2004). Já o software BestKeeper gera a um ranking dos 
melhores genes de referência, este ranking é calculado através da correlação 
pareada de Pearson, e seus valores são representados pelo coeficiente de 
correlação R, quanto mais próximo de 1,0, mais estável o gene é. Porém, para 
inclusão na analise de estabilidade, a correlação deve apresentar valor de P inferior 
à 0,05 (PFAFFL et al., 2004). Os softwares foram baixados na internet gratuitamente 
em setembro de 2012: geNorm (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/), 
NormFinder (http://moma.dk/normfinder-software) e BestKeeper (http://www.gene-
quantification.de/bestkeeper.html#download). 
 
4.1.2.4.5.2 Expressão gênica relativa de PEDF 
Para as reações de expressão gênica relativa de PEDF, as reações de PCR 
foram realizadas usando sondas Taqman® (Applied biosystems), placas de 96 
poços (MicroAmp® - Applied Biosystems), seladas com filme de qualidade óptica e 
as reações foram realizadas no equipamento Applied Biosystems 7500 (Applied 
Biosystems). Todas as análises foram feitas em triplicata, utilizando como genes de 
controle endógeno GAPDH e ACTB. Todos os genes foram analisados em uma 
mesma corrida e, para cada gene, pelo menos um poço teve o cDNA substituído por 
água Milli-Q, sendo denominado como branco. 
 Todas as reações foram preparadas utilizando 10 µL de Taqman® 
Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, Cat# 4369016), 8µL de água 
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Milli-Q, 1µL de sonda Taqman® (Taqman® Gene expression assay; PEDF 
Rn00709999_m1, GAPDH Rn01775763_g1, β-actina Rn00667869_m1; Applied 
Biosystems) e 1µL de amostra, com um volume final de 20µL. As condições da PCR 
foram: 95°C por 10 minutos seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C 
por 1 minuto. Ao término da corrida, os valores obtidos de PEDF foram normalizados 
por ambos os genes de referência (GAPDH e ACTB), utilizando o método de análise 
2-∆∆CT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).  
 
4.1.2.5 Segunda etapa -  
4.1.2.5.1 Labirinto aquático de Morris 
O labirinto aquático de Morris consiste em uma piscina circular, com cerca de 
200 cm de diâmetro e aproximadamente 40 cm de profundidade, sendo preenchida 
com água a uma temperatura de 23 ºC ± 2. Uma plataforma, de aproximadamente 
10 cm de diâmetro foi colocada no interior da piscina 2 cm abaixo do nível da água, 
esta plataforma serve de escape para o animal. A piscina foi dividida em quatro 
quadrantes de mesmo tamanho, por meio de linhas imaginárias que se cruzam ao 
centro, formando ângulos de 90 ° (Fig. 8). As fronteiras dos quadrantes se 
encontram na margem da arena e nas linhas imaginárias ligando o norte ao sul e o 
leste ao oeste. Toda a sala foi iluminada com luz indireta, para evitar interferências 
na captação da imagem. A plataforma foi colocada em uma região fixa, no centro de 
um dos quadrantes. Nesta tarefa, o animal navega com base em pistas localizadas 
nas paredes da sala, que são objetos fixos que o animal utiliza como referência para 
se localizar, além disso, o experimentador posiciona-se em um mesmo local da sala 
durante todo o período de experimento. 
A realização do experimento foi dividida em duas fases. Na primeira, foram 
utilizados animais do grupo controle (CTL, n=7) e hipóxia (HI; n=15). Na segunda 
fase, foram utilizados animais do grupo controle (CTL, n=7) e rebote (Rb; n=15). 
Foi realizada uma sessão de treino por dia, com quatro tentativas, ao longo de 
cinco dias consecutivos. Em cada tentativa, o animal foi solto de um dos pontos com 
a face voltada para a parede e a sequência dos quatro pontos de partida foi definida 
de forma aleatória. Caso não conseguisse encontrar a plataforma dentro do tempo 
estipulado de 60 segundos, o animal era conduzido até a plataforma e lá permanecia 
por cerca de 20 segundos antes de ser retirado da piscina. O intervalo entre as 
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tentativas foi de 60 segundos. Após o fim de cada sessão de treino, os animais 
foram devidamente secos e colocados de volta em sua respectiva gaiola moradia. 
No dia seguinte ao da última sessão de treino (dia 6) foi realizado o teste no 
qual a plataforma é retirada do labirinto e o tempo em que o animal ficou em cada 
quadrante do labirinto foi registrado como parâmetro de aprendizagem. Caso o 
animal tenha aprendido a localização espacial da plataforma, o tempo de 
permanência no quadrante onde estava a plataforma é maior, quando comparado 
com os demais quadrantes. 
Foi utilizado como medida de aprendizagem o tempo (em segundos) em que 
o animal gasta no quadrante onde se encontrava a plataforma. 
 
Figura 8. Divisão esquemática da piscina utilizada para o Labirinto Aquático de 
Morris 
4.1.2.5.2 Western Blot 
Para a quantificação relativa proteica de PEDF, o método escolhido foi o de 
imunodetecção utilizando anticorpos primários e secundários marcados com 
fluoróforos, seguido de leitura em escâner infravermelho. Para isso, os seguintes 
procedimentos foram realizados. 
 
4.1.2.5.2.1 Extração de proteínas 
Para a imunodetecção (Western blot) de PEDF, as amostras foram 
homogeneizadas em tampão de lise (Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM, TRITON X-100 
0,1%, pH 7,4, contendo um coquetel de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich 
(Cat#P8340) e EDTA 1 mM), na proporção de 5ml de tampão para 1 g de amostra. 
Após 10 minutos de incubação no gelo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 
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rpm por 10 minutos a 4 °C (este processo foi repetido o número de vezes 
necessário, até que não houvesse mais formação de precipitado após 
centrifugação). Após a extração, as amostras foram armazenadas em freezer a -80 
°C.  
 
4.1.2.5.2.2 Dosagem de proteínas 
As amostras foram diluídas em água em uma proporção de 1:15 e a 
quantidade de proteínas foi estimada utilizando a metodologia de Lowry (Biorad) 
(LOWRY et al., 1951). Em placas transparentes de 96 poços, 5 µL de água, amostra 
ou diluições seriadas de padrão (solução mãe de 1,43 mg\ml e diluições 1:2, 1:4 e 
1:8) de Albumina bovina sérica (Biorad) foram adicionadas nos poços em duplicatas. 
Adicionou-se 25 µL de Reagente A e, em seguida, 200 µL de Reagente B. Após 15 
minutos de incubação a temperatura ambiente, sob agitação e ao abrigo de luz, as 
placas foram lidas no espectrofotômetro Epoch (Biotek), no comprimento de onda de 
750 nm, utilizando o programa Gen versão 5.0. Após a leitura, a concentração de 
proteína foi estimada baseada na curva padrão de albumina. 
 
4.1.2.5.2.3 Preparação das amostras para eletroforese 
Cem microgramas de proteína foram diluídos em tampão de extração 
totalizando 15 µL. Em seguida, adicionou-se 15 µl de tampão de amostra 2x (4% 
SDS; 125 mM Tris HCl pH 6,8; 20 % glicerol; 0,8 mg/ml de azul bromofenol; 5% β-
mercaptoetanol; 200 mM Ditiotreitol (DTT)). Após a diluição, a amostra foi agitada e 
incubada a 95 °C por 5 minutos, em seguida, foi aplicada em gel de poliacrilamida. 
 
4.1.2.5.2.4 Eletroforese proteica 
Os géis utilizados foram preparados segundo a tabela abaixo: 
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Tabela 3. Tabela com porcentagens de reagentes utilizado para síntese de gel de 
poliacrilamida. 
  
Após o preparo do gel de corrida (10%), utilizou-se 100 µL de solução de 
Butanol saturado (95% de Butanol, 5% de água) para evitar deformações na parte 
superior do gel de corrida. Após sua polimerização, retirou-se a solução de butanol, 
lavando com água por, pelo menos, cinco vezes. Em seguida, adicionou-se o gel de 
amostra preparado como descrito anteriormente e, após sua polimerização, foi 
lavado uma vez com tampão de corrida. 
 Após o preparo dos géis, 30 µL de cada amostra foi adicionada nos poços e, 
em um dos poços, foi adicionado 1 µL de marcador de peso molecular (Fermentas, 
Cat# SM0671). Em seguida, iniciou-se a eletroforese com as seguintes condições: 
120 minutos a 150 V, em tampão de corrida (25 mM Tris, 192 mM glicina, 0,1% SDS, 
pH aprox. 8,6). 
 
4.1.2.5.2.5 Transferência proteica 
Para o procedimento de transferência de proteína, utilizou-se a membrana de 
nitrocelulose com poros de 0,22 µm (Hybond ECL, GE Healthcare). Antes de iniciar 
a transferência, o gel de corrida e a membrana eram equilibrados por 10 minutos em 
tampão de Towbin (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol).  
 Após equilibrar o gel de corrida e a membrana em tampão de Towbin, foi 
montado um “sanduíche” com o gel de corrida e a membrana, envolvidos com papel 
de filtro (Biorad, Cat# 162-0118), seguido de esponjas de transferências. Por fim, 
adicionou-se tampão Towbin ao “sanduíche” e iniciou-se a transferência a 230 mA 
por 120 minutos em uma cuba GE Healthcare, cercada de gelo picado para evitar o 
superaquecimento do sistema. 
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Figura 9. Esquema utilizado para transferência de proteínas do gel para membrana. 
 
 Por fim, ao término da transferência, adicionou-se reagente de Ponceau à 
membrana, para avaliação do perfil de transferência, e de Coomassie Blue no gel 
para avaliar se a transferência de proteínas do gel para a membrana foi satisfatória. 
 
4.1.2.5.2.6 Imunodetecção 
Após avaliação da transferência, incubou-se a membrana com solução de 
bloqueio, composta de TBS-T (0,05 M tris; 0,15 M NaCl, pH 7,5; 0,1% Tween 20) 
com 5% de leite desnatado em pó, por 2 horas. 
 Os anticorpos primários Anti-PEDF (anticorpo policlonal de coelho; 
BioProductsMD Cat#AB-PEDF100-Rat) e Anti-GAPDH (anticorpo policlonal de 
coelho, Sigma Aldrich Cat#G9545) foram diluídos em uma proporção de 1:500 e 
1:500 000, respectivamente, em solução de bloqueio. Em seguida, adicionou-se os 
anticorpos a membrana sob agitação, overnight, a 4 °C. β-actina e GAPDH foram 
utilizados como controles de transferência da membrana. 
 Em seguida, a membrana foi lavada três vezes de 5 minutos cada com 
solução TBS-T. Após as lavagens, a membrana foi incubada com os anticorpos 
secundários diluídos 1:10 000 em solução de bloqueio por 1 hora. O anticorpos 
secundário utilizado foi: Anticorpo de cabra anti-IgG de coelho conjugado com 
fluoróforo Alexa Fluor 680 – Invitrogen cat#A21076, para detecção de anticorpos 
provenientes de coelho. Ao término da incubação, a membrana foi lavada 
novamente com TBS-T por cinco vezes de 5 minutos. Após as lavagens, a detecção 
foi realizada por fluorescência com o equipamento Odyssey (Li-cor). Em seguida, a 
quantificação relativa foi realizada utilizando Odyssey Application Software, versão 
1.2 (Li-cor)  
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4.1.3 Análise estatística 
Em primeiro lugar os dados foram analisados quanto à normalidade e 
homogeneidade, para verificação se os dados seguiam uma distribuição normal o 
teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado, e para verificação se as variâncias eram 
homogêneas o teste de Levene foi realizado. 
Em caso de dados homogêneos e seguindo distribuição normal, a análise foi 
feita por testes paramétricos. Em caso de dado com ausência de normalidade e/ou 
homogeneidade, a padronização por escore-Z foi realizada. Amostras que diferiam 
das demais amostras em três desvios padrão ou mais, foram consideradas outliers e 
removidas.  
Para a análise dos dados obtidos pelo labirinto aquático de Morris, utilizamos 
o método paramétrico ANOVA de medidas repetidas de duas vias, seguida de post 
hoc de Tukey. 
A análise dos resultados de expressão gênica por qRT-PCR foi realizada por 
ANOVA, utilizando como post hoc o teste de Dunnet. 
Para o ensaios de atividade enzimática e Western Blot, a avaliação foi 
realizada pelo método não paramétrico de Kruskal-Wallis, devido ao número 
reduzido do grupo amostral.  
Os dados foram representados pela média ± erro padrão. O nível de 
significância considerado foi p<0,05. O programa SPSS 19 (SPSS Inc, Chicago, IL, 
USA) foi utilizado para a análise de dados. 
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5 RESULTADOS 
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5.1 Estudo de velocidade de hidrólise de hK1 na presença de diferentes 
fatores 
5.1.1 Síntese e Purificação do fragmento peptídico de PEDF 
A síntese do fragmento peptídico de PEDF (P1) foi realizado em nosso 
laboratório, com sucesso. Após a etapa de síntese, o peptídeo bruto foi analisado 
por HPLC com coluna de fase reversa, onde foi possível estimar pureza de 
aproximadamente 80 a 90% (Figura 9). Após a confirmação da massa molecular dos 
picos cromatográficos de interesse por espectrometria de massas, o material foi todo 
purificado por HPLC, utilizando coluna de fase reversa. 
 
 
Figura 10. Análise por HPLC acoplado à detector de UV do peptídeo P1 (YHLNQP) 
bruto. 
 
 A purificação foi realizada com sucesso em uma única etapa, em seguida a 
junção dos tubos puros foi analisada por HPLC (Figura 10) e liofilizada. Após a 
liofilização, o peptídeo puro foi pesado em balança analítica e sua concentração 
estimada pela massa e grau de pureza por HPLC. 
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Figura 11. Análise por HPLC acoplado à detector de UV do peptídeo P1 (YHLNQP) 
puro. 
 
5.1.2 Estudo da interação de P1 com hK1 e hPK em diferentes condições 
As velocidades de hidrólise do substrato Z-Phe-Arg-MCA pela enzima hK1(ou 
KLK1) não apresentaram nenhuma alteração na presença de três concentrações 
diferentes de P1(0,1, 1 e 10 µM) em ambos pHs (Figuras 11 e 12) 7,6 (H(3)=3,0 , 
p=392).ou 8,6 (H(3)=3,0 , p=392). 
 
 
Figura 12. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações do peptídeo P1 (0,1, 1 e 10 µM), em pH 7,6. 
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Figura 13. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações do peptídeo P1 (0,1, 1 e 10 µM), em pH 8,6. 
 
As velocidades de hidrólise do substrato Z-Phe-Arg-MCA pela enzima hPK 
também não apresentaram nenhuma alteração na presença de três concentrações 
diferentes de P1(0,1, 1 e 10 µM) em ambos pHs (Figuras 13 e 14) 7,6 (H(3)=3,0 , 
p=392) ou 8,6 (H(3)=3,0 , p=392). 
 
 
Figura 14. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hPK na 
presença de três concentrações do peptídeo P1 (0,1, 1 e 10 µM), em pH 7,6 
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Figura 15.  Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hPK na 
presença de três concentrações do peptídeo P1 (0,1, 1 e 10 µM), em pH 8,6 
 
Após a incubação, as reações enzimáticas foram paradas pela adição de 
ácido trifluoracético e analisadas por HPLC, para avaliar possíveis fragmentos de 
hidrólise formados. A incubação de P1 com hK1ou hPK não produziu nenhum 
fragmento peptídico detectável por UV (Figura 15).  
 
Figura 16. Análise por HPLC de P1 (YHLNQP) após 30 minutos de incubação com 
hK1, não foram encontrados fragmentos de P1.  
 
 
YHLNQP Sais 
não 
retidos  
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5.1.3 Estudo da velocidade de hidrólise de hK1 na presença de Heparina, 
Colágeno I e PEDF glicosilado ou livre 
As velocidades de hidrólise do substrato Z-Phe-Arg-MCA pela enzima hK1 
foram avaliadas durante 30 minutos, porém, para que as velocidades estivessem na 
fase linear da curva de Michaelis, os pontos de 3 a 15 minutos foram selecionados 
para análise, todas as incubações foram realizadas em duplicata em dois pHs: 7,6 e 
8,6. Para a análise estatística foram utilizados os valores de velocidade de hidrólise 
médio obtido. 
5.1.3.1 Efeitos do pH e PEDF glicosilado ou livre na velocidade de hidrólise de 
hK1 
Ao incubar hK1 na presença de três concentrações diferentes (5, 10 e 20 nM) 
de PEDF livre, no pH 7,6, não foram encontradas alterações nas velocidades de 
hidrólise de Z-Phe-Arg-MCA pela enzima de hK1(H(3)=0,919, p=0,821), que se 
mantiveram inalterados (Figura 16). O mesmo comportamento foi observado em pH 
ótimo da enzima, de 8,6 (H(3)=4,138, p=0,247 (Figura 17). Portanto, em ambos pHs, 
na presença de PEDF livre, não houve alteração da velocidade de hidrólise de Z-
Phe-Arg-MCA por hK1.  
 
 
Figura 17. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações de PEDF livre (5, 10 e 20 nM), em pH 7,6. 
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Figura 18. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações de PEDF livre (5, 10 e 20 nM), em pH 8,6. 
 
O mesmo comportamento foi observado ao incubar hK1 na presença de três 
concentrações diferentes de PEDF glicosilado (5, 10 e 20 nM), no pH 7,6, não foram 
encontradas alterações nas velocidades de hidrólise de Z-Phe-Arg-MCA pela enzima 
de hK1 (H(3)=5,0, p=0,172), que se mantiveram inalteradas (Figura 18). O mesmo 
comportamento foi observado em pH ótimo da enzima, de 8,6 (H(3)=5,0, p=0,172) 
(Figura 19). Portanto, em ambos pHs, na presença de PEDF glicosilado, não houve 
alteração da velocidade de hidrólise de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 
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Figura 19. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações de PEDF glicosilado (5, 10 e 20 nM), em pH 7,6. 
 
 
Figura 20. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações de PEDF glicosilado (5, 10 e 20 nM), em pH 8,6. 
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5.1.3.2 Efeitos do pH, Heparina ou Colágeno I na velocidade de hidrólise de 
hK1 
Ao incubar hK1 na presença de Heparina ou Colágeno I no pH 7,6, não foram 
encontradas alterações nas velocidades de hidrólise de Z-Phe-Arg-MCA por 
hK1(H(2)=2,654, p=0,265), que se mantiveram inalteradas (Figura 20). O mesmo 
comportamento foi observado no pH ótimo da enzima, de 8,6 (Figura 21). Ao 
comparar as atividades de hK1 em pH 7,6 e 8,6, este último, por ser o pH ótimo da 
enzima apresentou maior atividade (U=6,0, p=0,037) (Figura 22).  
 
 
Figura 21. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de 10 µM de Heparina ou 20 nM de Colágeno I, em pH 7,6. 
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Figura 22. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de 10 µM de Heparina ou 20 nM de Colágeno I, em pH 8,6. 
 
 
Figura 23. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 em pHs 
7,6 e 8,6. *p=0,037 
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5.1.3.3 Efeitos da interação do pH e Heparina na velocidade dehidrólise de hK1 
na presença de PEDF livre ou glicosilado 
Uma incubação de hK1 com PEDF livre na presença de Heparina no pH 7,6 
foi realizada, para avaliar se a interação Heparina-hK1 ou Heparina-PEDF altera a 
especificidade da enzima, ou conformação do substrato potencial. Não foram 
encontradas alterações na velocidade de hidrólise de Z-Phe-Arg-MCA por 
hK1(H(3)=3,0, p=0,392), que se mantiveram inalteradas (Figura 23). O mesmo 
comportamento foi observado no pH ótimo da enzima, de 8,6 (H(3)=3,0, p=0,392) 
(Figura 24).  
 
 
Figura 24. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações de PEDF livre (5, 10 e 20 nM) e de 10 µM de 
Heparina, em pH 7,6. 
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Figura 25. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações de PEDF livre (5, 10 e 20 nM) e de 10 µM de 
Heparina, em pH 8,6. 
 
O mesmo comportamento foi observado ao incubar hK1 com três 
concentrações diferentes de PEDF glicosilado (5, 10 e 20 nM) na presença de 10 µM 
de Heparina, no pH 7,6, não foram encontradas alterações nas velocidades de 
hidrólise de Z-Phe-Arg-MCA por hK1(H(3)=3,0, p=0,392), que se mantiveram 
inalteradas (Figura 25). O mesmo comportamento foi observado em pH ótimo da 
enzima, de 8,6(H(3)=3,0, p=0,392) (Figura 26). Portanto, em ambos pHs, na 
presença de PEDF glicosilado, não houve alteração da velocidade de hidrólise de Z-
Phe-Arg-MCA por hK1.  
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Figura 26. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações de PEDF glicosilado (5, 10 e 20 nM) e de 10 µM de 
Heparina, em pH 7,6. 
 
 
Figura 27. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações de PEDF glicosilado (5, 10 e 20 nM) e de 10 µM de 
Heparina, em pH 8,6. 
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5.1.3.4 Efeitos da interação do pH e Colágeno I na velocidade de hidrólise de 
hK1 na presença de PEDF livre ou glicosilado 
Uma incubação de hK1 com PEDF livre na presença de 20 nM de Colágeno I 
no pH 7,6 foi realizada, para avaliar se a interação Colágeno I-hK1 ou Colágeno I-
PEDF altera a especificidade da enzima, ou conformação do substrato potencial. 
Não foram encontradas alterações no perfil de velocidade de hK1(H(3)=3,0, 
p=0,392), que se manteve inalterado (Figura 27). O mesmo comportamento foi 
observado no pH ótimo da enzima, de 8,6 (H(3)=3,0, p=0,392) (Figura 28).  
 
 
Figura 28. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações de PEDF livre (5, 10 e 20 nM) e de 20 nM de 
Colágeno I, em pH 7,6. 
 
54 
 
 
 
Figura 29. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações de PEDF livre (5, 10 e 20 nM) e de 20 nM de 
Colágeno I, em pH 8,6. 
 
O mesmo comportamento foi observado ao incubar hK1 com três 
concentrações diferentes de PEDF glicosilado (5, 10 e 20 nM)  na presença de 10 
µM de Heparina, no pH 7,6, não foram encontradas alterações no perfil de 
velocidade de hK1(H(3)=3,0, p=0,392), que se manteve inalterado (Figura 29). O 
mesmo comportamento foi observado em pH ótimo da enzima, de 8,6 (H(3)=3,0, 
p=0,392) (Figura 30). Portanto, em ambos pHs, na presença de PEDF glicosilado, 
não houve alteração da velocidade de hidrólise de Z-Phe-Arg-MCA por hK1.  
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Figura 30. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações de PEDF glicosilado (5, 10 e 20 nM) e de 20 nM de 
Colágeno I, em pH 7,6. 
 
Figura 31. Velocidades de hidrólise enzimática de Z-Phe-Arg-MCA por hK1 na 
presença de três concentrações de PEDF glicosilado (5, 10 e 20 nM) e de 20 nM de 
Colágeno I, em pH 8,6. 
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5.2 Efeito da HI na expressão de PEDF ocorre unicamente no SNC, no nível 
transcripcional 
5.2.1 Seleção de genes de referência no SNC 
A análise de seleção dos genes de referência no SNC foi realizada 
separadamente para cada estrutura cerebral, para determinação dos melhores 
genes de referência para cada região, por outro lado, para o uso de genes em 
comum para todas as estruturas, a seleção de genes de referência também foi 
realizada com todas estruturas em conjunto. As estruturas utilizadas para a seleção 
dos melhores genes de referência foram: Córtex Frontal, Córtex Temporal, 
Hipocampo e Hipotálamo. 
Os genes de referências foram analisados por três diferentes softwares 
(geNorm, NormFinder e BestKeeper), que apresentam metodologias diferente. 
Portanto, devido a essas diferenças metodológicas entre os software, os resultados 
foram divididos de acordo com o software utilizado. 
5.2.1.1 geNorm 
Com a finalidade de selecionar os melhores genes de referência, os cinco 
genes candidatos foram analisados pelo programa geNorm nas quatro estruturas do 
SNC, adicionalmente, uma análise com todas estruturas juntas foi realizada, com a 
finalidade de selecionar os melhores genes de referência em caso de utilização de 
todas as estruturas. 
Todos os genes avaliados obtiveram o M-value inferior ao valor de 1,5, valor 
considerado limite para utilização do gene, portanto, todos genes são aptos para uso 
em todas regiões do SNC. Ao analisar todas regiões juntas o M-value ainda se 
manteve menor que 1,5. 
No córtex temporal, a avaliação de geNorm determinou ACTB e GAPDH 
como melhor par de genes referência a ser utilizado, por outro lado, o gene 18S se 
apresentou como o menos estável, apresentando o maior M-value. No córtex frontal, 
de maneira semelhante à avaliação do córtex temporal, o melhor par de genes de 
referência a ser utilizado foi GAPDH e ACTB, que apresentaram o menor M-value, 
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sendo, neste caso, GAPDH o mais estável seguido de ACTB, neste caso o gene 
menos estável foi β2M, que apresentou maior M-value. 
No hipocampo, a análise de geNorm determinou HPRT e ACTB como melhor 
par de genes de referência, novamente o gene menos estável foi 18S. As análises 
realizadas no hipotálamo apresentaram menor M-value para todos genes, e o melhor 
par de genes de referência selecionado foi GAPDH e β2M, novamente o gene 
menos estável às condições experimentais de HI foi 18S, que se apresentou como 
gene menos estável em todas estruturas, menos no córtex frontal. Por último, ao 
analisar todas estruturas juntas, GAPDH e HPRT se apresentaram como par de 
genes mais estável, e 18S como menos estável, apresentando um M-value de 1,06, 
o mais próximo de 1,5. Todos os M-values estão na Tabela 4 e representados pela 
Figura 31. 
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Ranking Córtex Temporal Córtex Frontal Hipocampo Hipotálamo Todas estruturas 
Gene M-value Gene M-value Gene M-value Gene M-value Gene M-value 
1 ACTB 0,338 GAPDH 0,411 HPRT 0,378 GAPDH 0,252 GAPDH 0,642 
2 GAPDH 0,353 ACTB 0,427 β2M 0,384 β2M 0,271 HPRT 0,663 
3 β2M 0,399 HPRT 0,473 ACTB 0,395 ACTB 0,296 β2M 0,728 
4 HPRT 0,402 18S 0,474 GAPDH 0,420 HPRT 0,308 ACTB 0,762 
5 18S 0,563 β2M 0,520 18S 0,555 18S 0,383 18S 1,065 
 
Tabela 4. Ranking de avaliações dos genes de referência no modelo de HI pelo software geNorm, avaliações feitas com cada 
estrutura do cérebro e utilizando todas juntas. Quanto menor o M-value mais estável o gene, sendo o valor considerado limite para 
utilização do gene de 1,5. 
 
 
Figura 32. Estabilidade de expressão gênica no modelo de HI avaliada por geNorm, separada por estruturas. Todos genes 
candidatos obtiveram valores de M-value inferiores ao valor-limite (1,5). (HC: Hipocampo; HT: Hipotálamo; CF: Córtex Frontal; CT: 
Córtex Temporal.) 
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5.2.1.2 NormFinder 
Análises de seleção de genes de referência foram realizadas nos cinco genes 
pelo software NormFinder para cada estrutura cerebral separada e com todas 
estruturas juntas. Todos os genes candidatos apresentaram Stability value inferior à 
0,15, valor limite de Stability value permitido para utilização do gene (ANDERSEN; 
JENSEN; ØRNTOFT, 2004). Ao analisar todas estruturas juntas, devido à expressão 
diferenciada dependente da estrutura dos genes candidatos, o valor do Stability 
value apresentou aumento, porém, ainda se manteve inferior à 0,15. 
Os resultados obtidos pela análise de NormFinder foram muito semelhantes 
aos do software geNorm em todas estruturas. No córtex temporal, os resultados de 
NormFinder foram os mesmos que de geNorm, com ACTB e GAPDH como melhor 
par de genes de referência, e 18S como o gene menos estável para uso. No córtex 
frontal, a análise de NormFinder se apresentou muito semelhante à de geNorm, 
apresentando como melhor par de genes de referência GAPDH e ACTB, estes tendo 
apenas a posição do ranking alterada quando comparados ao geNorm, e como gene 
menos estável β2M. 
No hipocampo, os resultados da análise de NormFinder se apresentaram 
ligeiramente diferentes quando comparados ao geNorm, tendo como melhor par de 
genes de referência HPRT e β2M, e como gene candidato menos estável 18S, que 
se manteve igual em ambas análises. As análises de NormFinder no hipotálamo 
apresentaram os mesmo resultados de geNorm, com GAPDH e β2M como melhor 
par de genes de referência, e 18S como menos estável. Ao analisar toda estruturas 
juntas, as análises de NormFinder determinaram GAPDH e HPRT como melhores 
genes de referência, e 18S como gene menos estável, apresentando Stability value 
de 0,124, quase atingindo o valor limite de 0,15. Todos os valores de Stability value 
estão dispostos na Tabela 5 e representados na Figura 32. 
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Ranking Córtex Temporal Córtex Frontal Hipocampo Hipotálamo Todas estruturas 
Gene Stab. Value Gene Stab. Value Gene Stab. Value Gene Stab. Value Gene Stab. Value 
1 ACTB 0,061 GAPDH 0,053 HPRT 0,051 GAPDH 0,019 GAPDH 0,019 
2 GAPDH 0,063 ACTB 0,053 β2M 0,053 β2M 0,034 HPRT 0,045 
3 β2M 0,103 18S 0,069 ACTB 0,062 ACTB 0,051 β2M 0,048 
4 HPRT 0,105 HPRT 0,087 GAPDH 0,076 HPRT 0,053 ACTB 0,077 
5 18S 0,149 β2M 0,102 18S 0,133 18S 0,089 18S 0,124 
Tabela 5. Ranking de avaliações dos genes de referência no modelo de HI pelo software NormFinder, avaliações feitas com cada 
estrutura do cérebro e utilizando todas juntas. Quanto menor o Stability Value-value mais estável o gene, sendo o valor 
considerado limite para utilização do gene de 0,15 
 
Figura 33. Estabilidade de expressão gênica no modelo de HI avaliada por NormFinder, separada por estruturas. Todos genes 
candidatos obtiveram Stability value inferiores ao valor-limite (0,15). (HC: Hipocampo; HT: Hipotálamo; CF: Córtex Frontal; CT: 
Córtex Temporal.). 
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5.2.1.3 BestKeeper 
Análises de estabilidade gênica com os cinco genes candidatos foram 
realizadas utilizando BestKeeper, para cada estrutura separada e para todas 
estruturas juntas. Todos genes candidatos atingiram o ranking apropriado para uso, 
com exceção de 18S, que no córtex temporal apresentou um valor de p>0,05 para 
correlação de Pearson, e foi, portanto, considerado inadequado para uso. Os 
resultados das análises de estabilidade com BestKeeper se diferenciaram de 
NormFinder e geNorm na maioria dos genes candidatos. 
No córtex temporal, diferentemente do encontrado nos outros softwares, o 
melhor par de genes de referência selecionado foi HPRT e β2M, o gene candidato 
menos estável, assim como nos demais softwares, foi o 18S, que apresentou valor 
de P=0,35 da correlação de Pearson, e assim classificado como não apropriado para 
uso. No córtex frontal, o melhor par de referência foi GAPDH e ACTB, igual ao 
encontrado por geNorm e NormFinder, por outro lado, o gene menos estável 
encontrado foi 18S, diferentemente do encontrado por NormFinder e geNorm. 
No hipocampo, o melhor par de genes de referência foi o mesmo que nos 
demais softwares ACTB e HPRT, com uma pequena alteração na ordem, o gene de 
referência menos estável foi 18S, também coincidindo com o dos demais softwares. 
No hipotálamo, o melhor par de genes de referência foi ACTB e GAPDH, sendo o 
último também relacionado entre os melhores por NormFinder e geNorm, e como 
gene de referência menos estável novamente 18S foi selecionado, assim como nos 
demais softwares. Ao analisar todas estruturas juntas, as análises com BestKeeper 
determinaram GAPDH e β2M como par de genes de referência mais estáveis, 
ligeiramente diferente do observado pelos demais softwares, e como gene de 
referência menos estável, novamente 18S foi selecionado. Todos os valores de 
coeficiente de correlação de Pearson (R) estão dispostos na Tabela 6 e 
representados na Figura 33. 
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Ranking Córtex Temporal Córtex Frontal Hipocampo Hipotálamo Todas estruturas 
Gene R Gene R Gene Gene R Gene R R 
1 HPRT 0,94 ACTB 0,889 ACTB HPRT 0,94 ACTB 0,889 0,853 
2 β2M 0,912 GAPDH 0,859 HPRT β2M 0,912 GAPDH 0,859 0,677 
3 ACTB 0,905 β2M 0,754 GAPDH ACTB 0,905 β2M 0,754 0,676 
4 GAPDH 0,882 HPRT 0,623 β2M GAPDH 0,882 HPRT 0,623 0,585 
5 18S* 0,199 18S 0,544 18S 18S* 0,199 18S 0,544 0,558 
Tabela 6. Ranking de avaliações dos genes de referência no modelo de HI pelo software BestKeeper, avaliações feitas com cada 
estrutura do cérebro e utilizando todas juntas. Quanto maior o valor da correlação de Pearson (R), melhor a estabilidade do gene. 
*Apresentou P>0,05. (HC: Hipocampo; HT: Hipotálamo; CF: Córtex Frontal; CT: Córtex Temporal.) 
 
Figura 34. Estabilidade de expressão gênica no modelo de HI avaliada por BestKeeper, separada por estruturas. Quanto maior o 
valor da correlação de Pearson (R), melhor a estabilidade do gene. Todos os genes, com exceção de 18S* no Córtex Temporal, 
atingiram P≤0,05. (HC: Hipocampo; HT: Hipotálamo; CF: Córtex Frontal; CT: Córtex Temporal.) 
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5.2.2 Expressão gênica e proteica de PEDF no SNC 
Considerando os resultados obtidos na avaliação de genes de referência, 
GAPDH e ACTB foram selecionados para serem utilizados em todas estruturas, 
como genes de referência. 
Ao realizar a comparação entre grupos, a expressão gênica de PEDF se 
manteve inalterada no hipocampo (F2,21=1,408; p=0,267), hipotálamo (F2,21=2,689; 
p=0,91) e córtex frontal (F2,21=2,689; p=0,091), não apresentando sensibilidade à HI, 
mantendo seus níveis de RNAm inalterados nos grupos HI e Rb. 
Por outro lado, ao analisar a expressão gênica do córtex temporal um 
aumento foi observado, (F2,20=6,583; p=0,006), após seis semanas de exposição à 
HI, os níveis de RNAm de PEDF apresentaram aumento de 1,5 (p=0,004), e após 2 
semanas de recuperação em normóxia, os níveis de RNAm de PEDF tiveram 
aumento de 1,3 vezes (p=0,029), respectivamente (Figura 34).  
 
 
Figura 35. Expressão gênica relativa de PEDF no sistema nervoso central, utilizando 
GAPDH e ACTB como genes de referência. No córtex temporal, os níveis de PEDF 
apresentaram aumento nos grupos HI e Rb, quando comparados ao grupo controle; 
Grupos Controle: CTL; Hipóxia intermitente: HI e Rebote: Rb; HC: Hipocampo; HT: 
Hipotálamo; CF: Córtex Frontal; CT: Córtex Temporal. *p<0,05 quando comparados 
ao controle. 
 
 De maneira curiosa e inesperada, a expressão proteica relativa de PEDF no 
SNC se manteve inalterada, hipocampo (H(2) =1,192, p=0,551), hipotálamo (H(2) 
=1,192, p=0,551), córtex frontal (H(2) =0,38, p=0,981) e córtex temporal (H(2) 
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=2,577, p=0,276), mesmo o último apresentando um aumento de expressão gênica, 
teve seus níveis proteicos inalterados (Figura 35). 
 
Figura 36. Expressão proteica relativa de PEDF, utilizando GAPDH como controle 
de loading. Nenhuma diferença estatisticamente significante (p≤0,05) foi observada 
em nenhuma estrutura. Grupos Controle: CTL; Hipóxia intermitente: HI e Rebote: Rb; 
HC: Hipocampo; HT: Hipotálamo; CF: Córtex Frontal; CT: Córtex Temporal. 
 
5.2.3 Expressão gênica e proteica de PEDF no ventrículo esquerdo 
Com relação ao sistema cardiovascular, a avaliação de expressão 
gênica do ventrículo esquerdo (VE) demonstrou que, de maneira inesperada, seis 
semanas de HI, seguidas ou não de duas semanas de rebote em normóxia, não 
alteram os níveis de RNAm de PEDF (F2,20=0,867; p=0,435). Assim como na 
expressão gênica, a expressão proteica de PEDF também se manteve inalterada em 
ambos grupos, HI e Rb, quando comparados ao controle (H(2) =1,962, p=0,375). Os 
resultados de expressão gênica e proteica estão dispostos nas Figuras 36 e 37, 
respectivamente. 
65 
 
 
 
Figura 37. Expressão gênica relativa de PEDF no ventrículo esquerdo (VE), 
utilizando GAPDH e ACTB como genes de referência. Nenhuma diferença 
estatisticamente significante (p≤0,05) foi observada em nenhum grupo, quando 
comparados ao controle. Grupos Controle: CTL; Hipóxia intermitente: HI e Rebote: 
Rb. 
 
 
Figura 38. Expressão proteica relativa de PEDF no ventrículo esquerdo (VE), 
utilizando GAPDH como controle de loading. Nenhuma diferença estatisticamente 
significante (p≤0,05) foi observada em nenhum grupo, quando comparados ao 
controle. Grupos Controle: CTL; Hipóxia intermitente: HI e Rebote: Rb. 
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5.3  O protocolo de HI não prejudicou aprendizado e memória espacial 
Com a finalidade de avaliar os efeitos do protocolo de HI na memória espacial 
(hipocampo-dependente), a tarefa de Labirinto Aquático de Morris foi realizada, 
porém, devido à diferença de duas semanas duração dos grupos HI e Rb, devido à 
finalização duas semanas depois do protocolo de Rb, o experimento foi dividido em 
duas partes, tendo o grupo controle dividido em dois. A primeira parte contemplava 
os grupos CTL (n=8) e HI (n=15), e a segunda parte os grupos CTL (n=10) e Rb 
(n=15). 
Na primeira etapa, durante a fase de aquisição, ambos os grupos, CTL e HI, 
foram capazes de aprender a tarefa (Comparação de Dias: F1,17=32,561; p<0,001), 
porém, CTL e HI não apresentaram diferenças estatisticamente significantes em 
seus aprendizados (Comparação Grupo X Dias: F1,17=1,393; p=0,246). Na segunda 
etapa do experimento, durante a fase de aquisição ambos os grupos, CTL e Rb, 
foram capazes de aprender a tarefa (Comparação de Dias: F1,23=38,916; p<0,001), 
porém, os grupos CTL e Rb não apresentaram diferenças estatisticamente 
significantes em seus aprendizados (Comparação Grupo X Dias: F1,23=1,837; 
p=0,128). 
Após o último dia de treino, a plataforma foi removida para a realização do 
teste de memória espacial. Na primeira etapa, os grupos CTL e HI apresentaram 
maior tempo de permanência no quadrante-alvo, tendo, portanto, aprendido a tarefa 
(Comparação de Quadrantes: F1,20=381,445; p<0,001), porém, os tempos de 
permanência nos quadrante apresentaram diferença (Comparação Grupo X 
Quadrante: F1,20=2,569; p=0,0431), tendo o grupo CTL apresentado uma tendência a 
permanecer maior tempo no quadrante-oposto (Comparação de Quadrante-Oposto: 
F1,20=2,528; p=0,128, por post-hoc de Bonferroni), porém, ao comparar somente o 
tempo de permanência no quadrante-alvo entre os grupos, não foi observada 
diferença estatisticamente significante entre os grupos CTL e HI (Comparação Grupo 
X Quadrante-Alvo: F1,20=0,122; p=0,731, por post-hoc de Bonferroni). 
Assim como na primeira etapa, na segunda etapa ambos os grupos CTL e Rb 
apresentaram maior tempo de permanência no quadrante-alvo, tendo, portanto 
aprendido a tarefa (Comparação de Quadrantes: F1,23=4,747 x 108; p<0,001), porém, 
os tempos de permanência não apresentaram diferenças entre os grupos CTL e Rb 
(Comparação Grupo X Quadrantes Dias: F1,23=0,385; p=0,879),ao comparar 
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somente o tempo de permanência no quadrante-alvo, não existe diferença 
estatisticamente significante entre os grupos CTL e Rb (Comparação Grupo X 
Quadrante-Alvo: F1,23=0,278; p=0,603). As curvas de aprendizado e os resultados do 
teste de memória estão dispostos nas Figuras 38 e 39.
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Figura 39. O protocolo de HI não afetou desempenho em tarefa de aprendizado e memória espacial. 
A) Curva de aprendizado da tarefa de Labirinto Aquático de Morris, de animais Controle (CTL) e submetidos à seis semanas de 
Hipóxia Intermitente (HI). Durante cinco dias os animais foram submetidos a 4 tentativas de um minuto de duração, com um minute 
de interval entre as tentativas. Nenhuma diferença estatisticamente significante foi observada. 
B) Tempo de permanência em cada quadrante do Labirinto Aquático de Morris, comparação entre grupos Controle (CTL) e 
submetido à seis semanas de Hipóxia Intermintente (HI). Nenhuma diferença estatisticamente significante foi observada. 
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Figura 40. O protocolo de Rb não afetou desempenho em tarefa de aprendizado e memória espacial. 
A) Curva de aprendizado da tarefa de Labirinto Aquático de Morris, de animais Controle (CTL) e submetidos à seis 
semanas de Hipóxia Intermitente, seguidas de duas semanas de rebote em normóxia (Rb). Durante cinco dias os animais 
foram submetidos a 4 tentativas de um minuto de duração, com um minute de intervalo entre as tentativas. Nenhuma 
diferença estatisticamente significante foi observada. 
B) Tempo de permanência em cada quadrante do Labirinto Aquático de Morris, comparação entre grupos Controle (CTL) e 
submetido à seis semanas de Hipóxia Intermitente, seguidas de duas semanas de rebote em normóxia (Rb). Nenhuma 
diferença estatisticamente significante foi observada. 
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6 DISCUSSÃO 
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O presente estudo permitiu avaliar os efeitos da HI no aprendizado, 
memória e expressões gênica e proteica de PEDF, além de avaliar se as alterações 
causadas por seis semanas de HI são revertidas após duas semanas de rebote em 
normóxia. Além disso, também foi possível selecionar os genes de referência mais 
indicados para uso no modelo de HI. 
Diante da alta prevalência de AOS e suas importantes consequências 
cardiovasculares e cognitivas, ressalta-se a importância deste estudo, para uma 
melhor compreensão de um possível papel de PEDF, em diferentes estruturas 
utilizando modelo animal de AOS. 
A seguir, os resultados encontrados são discutidos e confrontados com 
os dados disponíveis na literatura científica. 
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6.1 Estudo da interação de PEDF e seu fragmento peptídico na velocidade de 
hidrólise de hK1 e hPK, enzimas envolvidas em processos angiogênicos  
Com a finalidade de propor um possível mecanismo de ação para a 
ação anti-angiogênica de PEDF, tentativas de inibição de hK1 e hPK com o peptídeo 
P1 foram realizadas, porém, sem nenhuma alteração do perfil de velocidade de hK1 
e hPK, em dois pHs distintos, 8,6 e 7,6. O pH de 8,6 foi utilizado por ser o pH ótimo 
de ambas enzimas (CHARLESWORTH et al., 1999; OLIVA et al., 2001), já o pH de 
7,6 foi utilizado para uma possível interação P1-enzima em pH fisiológico. P1 se 
apresentava como um potencial substrato de hK1 devido à presença de carga 
positiva de Histidina (necessária em posição P1 para a catálise) e devido à presença 
do aminoácido aromático Tirosina, (outra possibilidade para a catálise de 
hK1(CHAGAS et al., 1995) ). 
O presente estudo demonstrou que não foram encontradas evidências 
de interação de P1 e hK1 e hPK, com ausência de hidrólise. hK1 e hPK foram 
enzimas-alvo escolhidas para estudo de interação com P1 devido suas 
características angiogênicas per se (EMANUELI et al., 2000) e também por serem 
responsáveis pela liberação de bradicinina (ISHIHARA et al., 2001). Especialmente 
hK1, apresenta uma atividade angiogênica importante sem mecanismo exato 
esclarecido e, de maneira convergente, ao administrar calistatina (serpina inibitória 
de hK1), os efeitos celulares são semelhantes aos observados ao administrar PEDF, 
como ativação de NFκβ (YIN et al., 2010), proteção anti-oxidante de células 
endoteliais (SHEN et al., 2010) e atenuação da ação de TNFα (YIN et al., 2010). 
Após a ausência de interação entre P1 e hK1 e hPK, devido à maior 
número de evidências, os experimentos com PEDF recombinante foram realizados 
apenas com hK1, em três concentrações (0,1, 1 e 10 µM), sendo a concentração 
média de PEDF circulante de 0,1 µM (SEKIYA et al., 2011). Considerando a 
possibilidade de que apenas um fragmento de PEDF seria insuficiente para uma 
interação com hK1, PEDF recombinante foi incubado com a enzima, para avaliação 
de uma possível interação, além disso foram testados três outros fatores 
responsáveis por regular as atividades anti-angiogênica e neurotrófica de PEDF, são 
eles: Heparina, Colágeno I e a presença de glicosilação. 
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É sabido que PEDF tem sítios para glicosilação em sua molécula, 
assim como a disposição de cargas assimétrica em sua molécula, possuindo uma 
porção rica em cargas positivas (área de interação com Heparina) e outra rica em 
cargas negativas (área de interação com Colágeno I). Já foi demonstrado que a 
ligação de Heparina com PEDF aumenta a suscetibilidade á hidrólise por tripsina 
(VALNICKOVA et al., 2007), e que a ligação de PEDF à Colágeno I é essencial para 
a sua atividade anti-angiogênica.  
Neste presente estudo avaliamos os efeitos de incubação de PEDF 
glicosilado ou livre, na presença ou ausência de Heparina ou Colágeno, em dois pHs 
distintos. Nenhuma alteração na velocidade de hidrólise do substrato Z-Phe-Arg-
MCA por de hK1 foi observada em nenhuma das condições, somente ao comparar 
as atividade de hK1 no pH 7,6 e 8,6, sendo o último o pH ótimo da enzima. A 
atividade de hK1 apresentou-se aumentada em até duas vezes no pH 8,6, como 
esperado, já previamente descrito na literatura (CHARLESWORTH et al., 1999). 
PEDF, por ser da família das Serpinas, já foi previamente investigado 
quanto a capacidade inibitória, porém, com um número limitado de enzimas-alvo, 
como tripsina, quimotripsina, entre outros (SAGASTI et al., 1995). Nossos resultados 
indicam que os mecanismos de ação de PEDF provavelmente não envolve hK1, na 
presença ou não de outros moduladores de atividade de PEDF, como Heparina e 
Colágeno I, independendo do estado de glicosilação de PEDF. 
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6.2 Efeito estrutura-específico do protocolo de HI na expressão de PEDF  
Os resultados do presente estudo demonstram os efeitos na expressão 
gênica e proteica de PEDF, estabilidade de genes de referência, memória e 
aprendizado de animais submetidos à HI e após duas semanas de recuperação.  
 
6.2.1 Seleção de genes de referência 
Devido à ausência de validação de genes de referência em modelos de HI, 
para a obtenção de dados de qRT-PCR confiáveis, foi necessário realizar a seleção 
do melhor par de genes de referência no protocolo de HI utilizado. 
A técnica de qRT-PCR é a metodologia mais comumente utilizada para 
quantificação de RNAm, por ser uma técnica relativamente simples e rápida. Para 
quantificação de RNAm por qRT-PCR existem duas principais estratégias: 
quantificação absoluta, que realiza a quantificação através de uma curva padrão 
com concentrações conhecidas; e quantificação relativa, que realiza a quantificação 
relativa a genes que sabidamente se mantem inalterados, chamados de genes de 
referência. Ao utilizar a quantificação relativa, para a obtenção de resultados 
confiáveis a escolha dos genes de referência apropriados é essencial, caso 
contrário, ao realizar uma escolha equivocada os resultados podem ser dúbios 
(CARADEC et al., 2010a). 
Existem diversos estudos de seleção de genes de referência em diferentes 
modelos de hipóxia(CARADEC et al., 2010a; YAO et al., 2012; ZHAO; GUO; KANG, 
2012), sendo a maior parte utilizando modelos de hipóxia aguda in vitro (TAN et al., 
2012; YAO et al., 2012). Em linhas gerais, estes estudos são realizados submetendo 
linhagens celulares específicas à diferentes concentrações de oxigênio e , em 
alguns destes estudos, genes de referência comumente utilizados apresentam suas 
expressões alteradas em condições de hipóxia (ZHAO; GUO; KANG, 2012). Por 
estes motivos, antes da avaliação da expressão gênica de PEDF, a seleção dos 
melhores genes de referência a serem utilizados foi necessária. 
Para a seleção dos melhores genes de referência os três softwares mais 
comumente usados foram escolhidos para análise. Ao comparar os métodos de 
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análise, todos os softwares apresentaram resultados semelhantes, especialmente 
geNorm e NormFinder. Nos resultados das análises de BestKeeper, apenas no 
córtex temporal os melhores genes de referência diferiram das análises de geNorm e 
NormFinder. 
De acordo com os valores de referência adotados, nossos resultados indicam 
que todos os genes testados são apropriados para uso em modelo de HI. A única 
exceção é 18S, que se apresentou como gene menos estável em quase todas 
estruturas estudadas, independente do software utilizado para a análise, ao contrário 
do observado em dados de hipóxia in vitro, em que 18S se apresenta como um bom 
gene de referência (CARADEC et al., 2010b; NAGELKERKE et al., 2010), 18S não 
se apresentou aconselhável em nenhuma condição.  
Nossos dados indicam que 18S é sensível à exposição à HI, corroborando 
outros dados da literatura, em que, em condições de hipóxia, a expressão de 18S 
varia de acordo com a linhagem celular testada. 18S se apresentou estável em 
células do tipo HEK (células embrionárias renais) e PNT2 (células epiteliais de 
próstata), porém, no mesmo estudo, 18S se apresentou como o menos estável em 
células do tipo LNCap (linhagem de células de câncer de próstata) e MCF-7 
(linhagem de células de câncer de mama) (CARADEC et al., 2010b). De maneira 
interessante, a estabilidade de 18S varia nas células PNT2 e LNCap de maneira 
contrastante, uma vez que ambas células são tem origem do mesmo tecido, porém 
em condições fisiológica e patológica, respectivamente. 
Ao estudar a estabilidade de 18S em modelo de HI in vivo, sua estabilidade 
se apresentou homogênea, indicando sensibilidade à HI em todas estruturas 
estudadas do SNC. 
Não existem dados na literatura na escolha de genes de referência em 
estruturas cerebrais específicas de modelos de hipóxia, a maioria dos estudos é 
realizada in vitro. Em modelo de hipóxia aguda, utilizando células tronco, genes de 
referência comumente utilizados, como ACTB e GAPDH, apresentaram suas 
expressões alteradas(YAO et al., 2012). Nossos dados demonstram que ambos, 
ACTB e GAPDH, apresentam-se estáveis após a exposição à HI, sendo, inclusive, 
os genes de referência mais estáveis em ambos córtices temporal e frontal.  
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Ao comparar nossos resultados com o mesmo estudo de células tronco em 
hipóxia aguda, HPRT apresentou sua expressão homogênea em ambos modelos de 
hipóxia: aguda (YAO et al., 2012) e intermitente. Neste último sendo o mais estável 
no hipocampo, o principal produtor de células tronco cerebrais na fase adulta 
(RAMASAMY et al., 2013). 
Em linhas gerais, β2M foi um dos genes candidatos menos estáveis, com 
exceção do hipotálamo, onde se apresentou como um dos genes de referência mais 
estáveis. Já foi demonstrado na literatura que β2M varia de uma maneira estrutura-
dependente, sendo um dos genes de referência mais estáveis em células derivadas 
de cardioesferas submetidas à hipóxia aguda (TAN et al., 2012), por outro lado, ao 
analisar células do tipo MCF-7, PNT2, LNCap, também submetidas à hipóxia aguda, 
β2M se apresentou como um dos genes de referência menos estáveis(CARADEC et 
al., 2010a), reforçando a variabilidade inter-estruturas observada em nossos 
resultados. 
Uma grande variabilidade inter-estruturas foi observada entre os genes, cada 
estrutura tendo seu gene de referência mais estável, reforçando que diferentes 
cascatas de sinalização são afetadas pelo protocolo de HI. De maneira interessante, 
os córtices frontal e temporal apresentaram rankings muito semelhantes, 
possivelmente porque ambas as áreas são originadas da mesma vesícula 
embrionária, o telencefálo (KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2000). 
Ao analisar todas estruturas juntas, devido ao aumento da variabilidade, 
piores valores de estabilidade foram observados. Esta grande variabilidade é dada 
devido às diferentes quantidades de RNAm, variando de acordo com as estruturas. 
A avaliação de genes de referência utilizando todas estruturas pode ser útil em 
estudos que envolvam mais de uma estrutura.  
Através da avaliação da estabilidade de genes de referência, este estudo 
demonstrou que todos genes avaliados são apropriados para uso em modelos de HI, 
apesar das variações estrutura-dependentes e de cada estrutura apresentar seu 
melhor gene de referência. Por outro lado, a escolha deve ser realizada levando em 
conta que é fortemente recomendado o uso de mais um gene de referência, no 
mínimo dois (VANDESOMPELE et al., 2002). Para a expressão gênica de PEDF 
foram selecionados ACTB e GAPDH, por se apresentarem estáveis em todas 
estruturas selecionadas. 
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6.2.2 Expressão gênica e proteica de PEDF 
 
6.2.2.1 O protocolo de HI não causou alterações nos níveis de RNAm e 
proteína de PEDF no ventrículo esquerdo 
Os resultados do presente estudo demonstram que animais submetidos à seis 
semanas de HI, com ou sem duas semanas adicionais de recuperação, não 
apresentam nenhuma alteração nas expressões gênica e proteica de PEDF. 
O modelo de HI apresenta uma série de implicações ao sistema 
cardiovascular, como indução de aterosclerose (SAVRANSKY et al., 2007) e 
formação exacerbada de EROs, sendo que ambos processos estão fortemente 
relacionados (YIN et al., 2012). Para uma avaliação dos efeitos da HI no coração, o 
ventrículo esquerdo foi escolhido como alvo, uma vez que é responsável pela 
grande circulação. Era esperado que PEDF apresentasse alterações em modelo de 
HI, uma vez que PEDF apresenta importantes funções anti-oxidante e anti-
inflamatória, sendo uma molécula-alvo em potencial para estudos envolvendo o 
sistema cardiovascular, sendo inclusive relacionado como um importante marcador 
de aterosclerose (TAHARA et al., 2011). 
Além das propriedades anti-oxidante e anti-inflamatória, PEDF também 
apresenta uma forte ação anti-angiogênica. Em processo de hipóxia, devido à 
deficiente distribuição de oxigênio, ocorre um reflexo natural angiogênico (RAKUSAN 
et al., 2007), e com ele a indução de fatores angiogênicos, como VEGF e HIF (FALK; 
GONZALEZ; SHERMAN, 2010; NOTARI et al., 2005; PARTOVIAN et al., 1998; 
TEKIN et al., 2011). PEDF, que além de exercer a função de antagonista funcional 
de VEGF e HIF, apresenta seus níveis controlados diretamente por ambos(NOTARI 
et al., 2005). 
 
6.2.2.2 O protocolo de HI causou no SNC aumento seletivo da expressão de 
PEDF, exclusivamente no nível transcripcional 
Este estudo demonstra que no SNC, a expressão de PEDF apresenta-se 
aumentada seletivamente no córtex temporal, exclusivamente no nível 
transcripcional. Este aumento ocorre após seis semanas de exposição de HI, e, após 
duas semanas de recuperação em normóxia, os níveis de RNAm de PEDF não 
retornam ao normal. Já existem estudos na literatura envolvendo PEDF e hipóxia, 
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porém, todos realizados in vitro e utilizando modelos de hipóxia sustentada aguda, 
sendo este estudo o primeiro de PEDF in vivo em modelos de HI. 
Ao submeter diferentes linhagens celulares à hipóxia sustentada aguda, os 
efeitos nas expressões gênica e proteica de PEDF se demonstraram paradoxais. 
Fernandez-Barral e colaboradores demonstraram que ao submeter melanócitos e 
células de melanoma à hipóxia aguda, PEDF apresenta uma diminuição em seus 
níveis proteicos, porém, com seus níveis de RNAm inalterados(FERNÁNDEZ-
BARRAL et al., 2012).  
Com resultados semelhantes aos de Fernandez-Barral, Lange e colaboradores 
demonstraram que ao submeter células de Müller (células da glia retinal) a um 
protocolo de hipóxia aguda e sustentada, os níveis de RNAm de PEDF apresentam 
diminuição de até duas vezes, e esta diminuição é acompanhada pelos níveis 
proteicos. Por outro lado, ao submeter as células à condições de hipóxia severa 
(0,2% de O2), o perfil de expressão apresenta uma alteração, e a expressão gênica 
de PEDF passa a ter um aumento de duas vezes (comparada ao controle), e os 
níveis proteicos se mantem inalterados. O aumento de expressão de PEDF em 
condições de hipóxia severa é dado como um possível reflexo protetor, uma vez que 
PEDF exerce importante atividade neuroprotetora (LANGE et al., 2008). 
Neste estudo demonstramos que após seis semanas de HI, PEDF apresenta 
um aumento na sua expressão gênica de 1,5 vezes, e após duas semanas de 
recuperação, a expressão gênica de PEDF ainda se mantinha 1,3 vezes maior. 
Estes aumentos ocorrem unicamente na expressão gênica, enquanto a expressão 
proteica se mantém inalterada, com perfil semelhante ao estudo por Lange e 
colaboradores. Possivelmente o aumento de expressão gênica de PEDF estaria 
relacionado a uma tentativa de neuroproteção dos danos neurológicos causados 
pela HI (GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001). 
Até o momento, todos estudos envolvendo PEDF e hipóxia foram realizados in 
vitro, com diferentes linhagens celulares, além disso, estes estudos são realizados 
com hipóxia de maneira aguda e sustentada, ou seja, exposições à concentrações 
de O2 muito baixas durante curto período de tempo, por horas e no máximo dias. 
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Nosso estudo é o primeiro a avaliar as expressões gênica e proteica de PEDF em 
modelo de hipóxia in vivo, e de maneira crônica e intermitente.  
 Um dos motivos para que a expressão gênica de PEDF não fosse 
acompanhada pela expressão proteica é pelas demais cascatas ativadas pela 
hipóxia. Ao submeter células do epitélio pigmentar da retina à hipóxia, uma maior 
expressão de metaloproteases de matriz (MMP) 2 e 9 foi observada, sendo que 
estas MMPs apresentam papel essencial na degradação de PEDF(NOTARI et al., 
2005). Sendo assim, uma maior expressão gênica induzida pela HI pode ter seus 
efeitos nos níveis proteicos anulados por uma maior degradação, ou utilização. 
 Estas alterações ocorrendo seletivamente no córtex temporal possivelmente 
são em reflexo à danos celulares promovidos pela HI. Recentemente, Shiota e 
colaboradores demonstraram que animais submetidos à HI apresentam no córtex 
um aumento nas concentrações intracelulares de peptídeo β-amiloide, um dos 
causadores da doença de Alzheimer, sendo o córtex temporal a primeira estrutura a 
ser afetada (SHIOTA et al., 2013). 
 Nas demais estruturas do SNC, córtex frontal, hipotálamo e hipocampo, 
surpreendentemente, foi demonstrada uma ausência de efeito da HI. Devido às 
importantes alterações nos padrões de sono (GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001; 
NAIR et al., 2011; POLOTSKY et al., 2006) e alterações hormonais observadas na 
HI (CARRERAS et al., 2012), considerando a importante função do hipotálamo nas 
regulações endócrinas (KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2000) e participação no 
controle do sono (JEGO et al., 2013), a ausência de efeito do protocolo de HI foi 
inesperada. Outra possibilidade para a ausência de efeitos moleculares no protocolo 
de HI, é devido ao grande número de núcleos no hipotálamo, sendo estes 
extremamente específicos e especializados (KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 
2000). 
 Animais submetidos à modelos de HI crônica apresentam uma série de 
implicações neurológicas, dentre elas, aumento da apoptose hipocampal e cortical 
(GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001), inibição do processo de fosforilação de 
CREB, levando a prejuízos em tarefas cognitivas (GOLDBART et al., 2003). Desta 
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forma, a ausência de efeito do protocolo de HI no córtex frontal e hipocampo foi 
inesperada, uma vez que ambas estruturas participam de processos cognitivos. 
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6.3 O protocolo de HI não prejudicou o desempenho em tarefa de memória e 
aprendizado 
Existem diversos estudos demonstrando efeitos da HI em diferentes tarefas 
comportamentais, entre elas Labirinto Aquático de Morris (GOLDBART et al., 2003; 
GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001), Esquiva Inibitória (PERRY et al., 2008b), 
Labirinto elevado em cruz (PERRY et al., 2008a), entre outras, sendo o Labirinto 
Aquático de Morris a tarefa mais estudada em diferentes modelos de HI. 
Este estudo demonstrou que animais submetidos à seis semanas de HI não 
apresentam declínio nos processos de aprendizado e memória, o mesmo efeito foi 
observado em animais submetidos à seis semanas seguidas de duas semanas de 
rebote. Estes resultados comportamentais se relacionam aos resultados moleculares 
encontrados, uma vez que a tarefa de Labirinto Aquático de Morris é uma tarefa de 
memória espacial, que envolve hipocampo e córtex frontal, e nestas estruturas as 
expressões de PEDF se mantiveram inalteradas, assim como os resultados 
cognitivos.  
Nossos resultados comportamentais vão de encontro com alguns resultados 
encontrados na literatura, porém, ao mesmo tempo corroboram outros. A primeira 
descrição comportamental de modelos de HI foi realizada por Gozal e 
colaboradores, que demonstraram que animais submetidos a HI durante 14 dias 
apresentam prejuízo no processo de aprendizado e memória espacial, avaliada por 
Labirinto Aquático de Morris (GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001). 
Outros estudos cognitivos e moleculares sugeriram alguns mecanismos 
envolvidos nos prejuízos neurológicos induzidos por HI (GOLDBART et al., 2003; 
GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001; ROW et al., 2002). Por outro lado, outros 
estudos demonstram que a HI não causa prejuízo em tarefas cognitivas, Perry e 
colaboradores demonstraram que animais submetidos à HI não apresentam 
alterações na tarefa de Esquiva Inibitória, o único estudo de HI em tarefa cognitiva 
amígdala-dependente (PERRY et al., 2008b). Recentemente, Shiota e 
colaboradores demonstraram que animais submetidos à oito semanas de HI não 
apresentam prejuízo nos processos de aprendizado e memória (SHIOTA et al., 
2013), dados que este estudo corroboram. 
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Estes diversos estudos envolvendo diferentes modelos de HI apresentam 
resultados divergentes principalmente pela variação dos protocolos de HI, que 
apresentam diferenças em certos parâmetros, como: duração dos ciclos, 
concentração mínima de O2 e duração do protocolo de HI. Uma comparação entre 
os diferentes resultados e protocolos de HI está disposta na Tabela 7. 
Dentre os estudos comparados, a maior variação é entre tempo de duração do 
protocolo de HI, que tem, em sua grande maioria, duração por períodos muito curtos 
(de 1 a 14 dias). Considerando que a HI é um dos modelos animal para AOS, deve 
se levar em consideração que se trata de uma doença crônica, portanto, uma 
duração maior do protocolo se faz necessária. Em 2003, Goldbart e colaboradores 
realizaram protocolo de HI com duração de 3 a 30 dias e demonstraram que os 
efeitos cognitivos e moleculares (ativação de caspase 3 e fosforilação de CREB) da 
HI tem duração de até 14 dias, porém, ao analisar estes mesmos parâmetros com 
protocolo de 30 dias de duração, os prejuízos induzidos pela HI se normalizam 
(GOLDBART et al., 2003). 
Assim como Goldbart (GOLDBART et al., 2003), os demais estudos com 
duração maior que 14 dias de HI não apresentaram alterações cognitivas (PERRY et 
al., 2008a; SHIOTA et al., 2013), indicando que possivelmente os prejuízos 
cognitivos observados até 14 dias sejam devido à uma resposta de pré-
condicionamento isquêmico (LAVIE; LAVIE, 2006). Dentre os estudos citados, o de 
Shiota e colaboradores é o que mais se assemelha a este estudo, ambos utilizando 
protocolos com concentração mínima de 5% de O2, com tempo de cada ciclo maior 
que cinco minutos e com protocolos com duração maior que 30 dias. Em ambos 
estudos nenhuma alteração cognitiva foi observada.  
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Autor Ano de Publicação Resultados cognitivos 
Tarefa 
Cognitiva 
Concentração 
mínima de O2 
em cada ciclo 
Duração 
total do 
ciclo 
Duração do 
protocolo de HI 
Gozal et al 2001 Prejuízo no aprendizado e 
memória LAM 10% 3 mins 14 dias 
Row et al 2002 Prejuízo no aprendizado e 
memória LAM 10% 3 mins 14 dias 
Goldbart et al 2003 
Prejuízo no aprendizado, 
memória e fosforilação de 
CREB 
LAM e 
fosforilação 
de CREB 
10% 3 mins De 3 a 14 dias 
Goldbart et al 2003 
Aprendizado, memória e 
fosforilação de CREB 
inalterados 
LAM e 
fosforilação 
de CREB 
10% 3 mins De 30 dias 
Perry et al 2008 Esquiva inibitória inalterada 
Esquiva 
Inibitória 10% 4 mins De 4 a 21 dias 
Wall et al 2013 Amplitude de LTP diminuida 
Medida de 
LTP in vitro 5% 3 mins 7 dias 
Shiota et al 2013 Aprendizado e memória inalterados LAM 5% 10 mins 8 semanas 
Julian et al - Aprendizado e memória inalterados LAM 5% 6 mins 
6 semanas em 
HI + 2 semanas 
de recuperação 
Tabela 7. Comparação entre diferentes protocolos de HI e seus diferentes efeitos cognitivos. LAM: Labirinto Aquático de Morris, 
LTP: Potenciação de longa duração; CREB: cAMP Responsive Protein. 
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7 CONCLUSÕES 
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O presente estudo investigou a interação de PEDF com enzimas 
angiogênicas in vitro, expressão de PEDF, nos níveis transcripcionais e traducionais, 
em modelo animal de AOS, além de focar no aspecto comportamental dos mesmos. 
A partir dos dados obtidos é possível concluir que: 
1. O fragmento peptídico de PEDF P1 não apresenta nenhum tipo de interação 
com hK1 e hPK. O mesmo foi observado em PEDF recombinante livre ou 
glicosilado, que não apresentou nenhuma influência na velocidade de hidrólise 
enzimática de hK1, na presença ou ausência de fatores moduladores de suas 
atividades, como Heparina e Colágeno I 
2. O protocolo de HI não afeta de forma importante nenhum dos genes de 
referência que tiveram sua estabilidade avaliada, com exceção de 18S, que se 
demonstrou instável aos protocolos de HI e Rb 
3. Animais submetidos à seis semanas de HI, assim como animais Rb, não 
apresentaram déficits em tarefa de aprendizado e memória; 
4. A expressão gênica de PEDF se apresentou aumentada seletivamente no córtex 
temporal de animais HI e Rb, nas demais estruturas do SNC, PEDF manteve 
suas expressões inalteradas, demonstrando a ausência de sensibilidade de 
PEDF à efeitos da HI,  
5. A expressão proteica de PEDF no SNC se manteve inalterada em todo SNC, 
inclusive no córtex temporal, onde a expressão gênica se apresentou 
aumentada. A ausência de alteração dos níveis proteicos de PEDF indicam a 
possibilidade de uma regulação dos níveis proteicos por outros fatores não 
esclarecidos; 
6. No ventrículo esquerdo PEDF não apresentou nenhuma alteração nos níveis de 
RNAm e proteína, aparentemente não apresentando papel nas consequências 
cardiovasculares induzidas por HI.  
Os ensaios bioquímicos de P1 e PEDF na presença de seus 
moduladores indicam que PEDF não possue qualquer interação com hK1 e, no caso 
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de P1, hPK. Esta ausência de atividade inibitória de PEDF reforça a classificação de 
PEDF na subclasse das serpinas não-inibitórias, assim como seu mecanismo de 
ação via receptor ligado a fosfolipase. 
A HI apresentou, portanto, pouca influência nos níveis de RNAm de 
PEDF SNC e nenhuma nos níveis proteicos de PEDF, tanto no SNC quanto no 
ventrículo esquerdo. Além disso, ao contrário do demonstrado na literatura, o 
protocolo de HI não apresentou efeitos em tarefa aprendizado e memória espacial.  
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ANEXO 1: Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São 
Paulo, referente ao estudo “Avaliação da expressão de Pigment Epithelium-Derived Factor (PEDF), 
uma proteína anti-angiogênica e neurotrófica, em modelo de hipóxia”. 
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Continuação ANEXO 1. 
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ANEXO 2: Carta de aprovação de adendo de experimento comportamental do Comitê de Ética em 
Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo, referente ao estudo “Avaliação da expressão de 
Pigment Epithelium-Derived Factor (PEDF), uma proteína anti-angiogênica e neurotrófica, em modelo 
de hipóxia”. 
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ANEXO 3: Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São 
Paulo, referente ao estudo “Avaliação do efeito da hipóxia na epressão e atividade de neprilisina E.C. 
3.4.24.11), uma protease envolvida na Doença de Alzheimer”, no qual foram utilizados os tecidos. 
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ANEXO 4: Artigo em fase de submissão para publicação referente aos resultados do estudo 
“Avaliação da expressão de Pigment Epithelium-Derived Factor em ratos submetidos à hipóxia 
intermitente: consequências cognitivas e bioquímicas” para a revista BMC Molecular Biology. 
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Abstract 
Background: Obstructive Sleep Apnea (OSA) is a syndrome characterized mainly 
by hypoxia during sleep, and has been already associated with several complications 
as diabetes and obesity. However, quantitative Real Time PCR has already been 
used in previous OSA-related studies, even though it lacks a validation of proper 
reference genes. We have examined the effects of chronic intermittent hypoxia (CIH), 
one experimental model for OSA, in different areas of the brain of the following 
reference genes: beta-actin, beta-2-microglobulin, glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase, hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase and Eukaryotic 
18S rRNA. All stability analysis were performed using geNorm, Normfinder and 
BestKeeper softwares. 
Results: With exception of 18S, all evaluated genes were shown to be stable under 
the effect of CIH. Nonetheless, gene stability ranking was dependent on the brain 
area analyzed and varied according to the used software.  
Conclusion: This study demonstrated that CIH affects differently brain structures. 
On the other hand, with exception of 18S, all the tested genes are suitable to use.  
 
Keywords: hypoxia; sleep; obstructive sleep apnea; housekeeping genes 
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BACKGROUND 
Obstructive Sleep Apnea (OSA) is the most frequent sleep related breath 
disorder. OSA has been linked to several disturbances, such as, cardiovascular 
diseases, hypertension, diabetes, cognitive impairments and metabolic syndrome 
(DUMITRASCU et al., 2013; IP et al., 2002; LAL; STRANGE; BACHMAN, 2012; 
MALHOTRA; WHITE, 2002; NIETO et al., 2000; PEPPARD et al., 2000; PUNJABI et 
al., 2002). It has been recently estimated that it affects almost one third of São 
Paulo´s population (TUFIK et al., 2010). OSA is characterized by a recurrent upper 
airways closure or partial collapses, resulting in hypercapnia, respiratory effort, sleep 
fragmentation and intermittent hypoxia (IH). Due to the importance of OSA and its 
consequences, many animal models have been developed through the years, 
generally focusing hypoxia, the most widely used being the chronic intermittent 
hypoxia (CIH) model. It has already been demonstrated that CIH, isolated, or 
associated with sleep fragmentation, causes several changes similar to those found 
on OSA, such as cognitive impairment, insulin resistance  and hypertension 
(CARRERAS et al., 2012; DUMITRASCU et al., 2013; GOLDBART et al., 2003; 
IYER, 2012; PERRY et al., 2011). As reviewed by Sunderram et al, CIH is 
responsible for the activation of the sympathetic nervous system, leading to the 
development of hypertension (SUNDERRAM; ANDROULAKIS, 2012). Goldbart and 
colleagues had also demonstrated that CIH induces spatial learning deficits, probably 
caused by changes in CREB phosphorylation (GOLDBART et al., 2003). These data 
suggest that intermittent hypoxia plays a key role on OSA Syndrome.  
Real Time–Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) is a method that allows 
measuring the gene expression of specific targets (PEIRSON; BUTLER, 2007), in 
order to better understand biological process. Due to its efficiency, RT-PCR has 
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rapidly become a well-established technique, being the most successful and 
commonly used for quantification of the mRNA´s levels (qRT-PCR). Normally, qRT-
PCR is based on relative quantification, which consists normalizing the target gene 
with an internal control, a gene that presumably maintains, an stable expression 
during the experiment and are named HouseKeeping Gene (HKG) (THELLIN et al., 
1999). HKGs have been validated for several experimental models and tissues; 
however, the proper precautions with HKG variability are not always taken, 
compromising the data reliability (CARADEC et al., 2010a; FOLDAGER et al., 2009; 
ZHAO; GUO; KANG, 2012). There are several possible HKG, the most commonly 
used are GAPDH and ACTB. Although their well-established usage, Yao et al 
demonstrated that for in vitro hypoxia model, both presented low stability (YAO et al., 
2012). 
Our group have already validated the best HKGs for other sleep impairment 
models (LEE et al., 2009), but the consequences in HKG expression for sleep 
breathing disorders, including OSA, have not yet been studied. Considering the 
increasing number of studies involving CIH models, as well as the large numbers of 
studies using genetic approach (ARNARDOTTIR et al., 2009; PERRY et al., 2013), 
especially qRT-PCR, we decided to validate trustful HKG for the commonly used 
chronic intermittent hypoxia model. 
 
METHODS 
Housekeeping gene selection 
The most commonly used genes in literature were evaluated in CIH model. As 
CIH affects several systems, different gene pathways were chosen to ensure an 
increased coverage of the study. The genes selected were eukaryotic 18S rRNA 
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(18S), beta-actin (ACTB), beta-2-microglobulin (β2M), glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) and hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 
(HPRT). 18S plays an essential role in the ribosome estructure; ACTB plays a role in 
the cytoskeletal structure; β2M is involved in MHC type I antigen presentation; 
GAPDH participates on the glycolysis process, by converting glyceraldeyde-3-
phosphate to D-glycerate 1,3 biphosphate; HPRT converts hypoxanthine to inosine 
monophosphate, playing a role in the purine generation (Table 1). 
 
Animals 
Male adult Wistar Hannover rats (n= 8 per group), provided by the Centro de 
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME) - 
Universidade Federal de São Paulo were submitted to the experimental CIH model. 
The animals were housed in a room at 22°C with 12:12h light-dark cycle (lights on at 
7:00) and allowed access to food and water ad libitum. All the experimental 
procedures were performed according to the ethical and practical guidelines for use 
of laboratory animals (ANDERSEN; TUFIK, 2010). The experiment has the approval 
of the Ethical Committee of UNIFESP (CEP Nº 2025/11). 
 
Chronic Intermittent Hypoxia 
The IH procedure was induced in a commercially designed chamber 
(30in.x20in.x20in. Oxycycler model A44XOV, Biospherix, Redfield, NY, USA), 
connected to O2 and N2 supply. The O2 concentration was controlled in real time by 
an O2 analyzer coupled to a computerized system, controlling O2 and N2 outlets. O2 
concentrations were adjusted by addition of N2 or O2. Ambient CO2 in the chamber 
was kept <0,02ppm, humidity between 40-50% and temperature at 22-24°C. The IH 
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consisted to repeated cycles varying O2 concentration from 5 to 21% in 3 minutes, for 
8 hours a day, during light period. It has already been demonstrated that the 
exposure to IH with a nadir of 10% O2 concentration is already capable to induce a 
desaturation of oxyhemoglobin close to 50% (PERRY et al., 2007). Rats were 
randomly assigned to 3 experimental groups, with 8 animals each: 1) Control group 
(CTL); 2) Chronic intermittent hypoxia group (CIH), which was submitted to 
intermittent hypoxia (IH) during six weeks; 3) CIH + 2 weeks of normoxia group (CIH 
+ N), which was submitted to CIH protocol followed by 2 weeks of recovery in 
normoxia (VEASEY et al., 2004)(Fig. 1). 
 
RNA extraction, quantification and retrotranscription.  
The animals were euthanized after CIH and normoxia recovery protocols by 
rapid decapitation. After the euthanasia, the brain was rapidly removed, followed by 
desiccation of hippocampus, hypothalamus, frontal and temporal cortices. All tissues 
were rapidly dissected on dry ice, and kept at -80°C until the extraction. Total RNA 
extraction of all the structures was performed using Trizol® (Invitrogen) according to 
the manufacturer’s instructions. After extraction, RNA was treated with DNAse I 
(Invitrogen), and had its quality and integrity observed by visualization of rRNA after 
electrophoresis in agarose gel. Quantitation was performed using spectrophotometry 
at 260nm (Nanodrop), and purity estimated by 260/280nm ratio >1.8. 1ug of RNA 
from each desiccated structure was reverse transcribed using a High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), according to manufacturer´s 
instructions.  
 
RTqPCR 
111 
 
 
Each cDNA was used as a template for real-time PCR amplification using 
SYBER green® (Applied Biosystems), and Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR 
System (Applied Biosystems) for detection. Each reaction was performed with final 
volume of 20µl, containing 1µL of cDNA diluted with H2O, and 19µL of master mix 
(10µL of SYBER green®, 9µL of water containing reverse and forward primers at 
90nM final). Ct values were kept between 15.0 and 33.0 ranges. Expression of each 
HKG was obtained using the 2-∆Ct (VANDESOMPELE et al., 2002). All samples were 
run in triplicates and average values were calculated.  
 
Data analysis  
Gene stability was evaluated using three of the most commonly used stability 
methods: geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002), NormFinder (ANDERSEN; 
JENSEN; ØRNTOFT, 2004) and BestKeeper (PFAFFL et al., 2004). The 2-∆Ct of 
each gene was employed to evaluate stability in all methods. geNorm calculates a 
gene stability M-value, which describes the variation of the gene compared to all the 
other candidate genes, the lowest M-value the more stable the gene is 
(VANDESOMPELE et al., 2002). Normfinder estimates the changes in the candidate 
HKG, considering gene and experimental condition, and its results are represented 
by Stability value number, the more stable the gene is, the lower the stability value 
(ANDERSEN; JENSEN; ØRNTOFT, 2004). BestKeeper gives an index of HKG done 
by a pairwise correlation, and values are represented by p Corr, which is a P value of 
a Pearson correlation, so the closest to 1.0 the value is, the more stable the HKG 
(PFAFFL et al., 2004). geNorm (“geNorm URL,” [s.d.]), NormFinder (“Normfinder 
URL,” [s.d.]) and BestKeeper (“BestKeeper URL,” [s.d.]) were downloaded for free. 
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Statistical Analysis 
All data was analyzed by 2-∆Ct in an independent way, to ensure the absence 
of any variation between groups (SILVER et al., 2006). For normality and 
homogeneity Komolgorov-Smirnov and Levene´s test were performed, respectively, if 
the data did not attempt any of these two requisites, z-score correction was 
performed, used for group comparison by One-way ANOVA and considered 
significant at p<0.05. All data were represented by mean ± standard error of mean.  
 
RESULTS 
RNA quality 
RNA quality is a crucial issue when studying gene expression, for this reason, 
all samples were previously treated with DNAse I and had their integrity evaluated by 
intact 28 and 18S rRNA on agarose gel. 
 
qRT-PCR 
Pilot assays have been performed to optimize cDNA and primer quantity. A 
total of 0.9µg of RNA, previously treated with DNAse, was used for a 40µl reverse 
transcription reaction. 1µL of the resultant cDNA was used for qPCR reaction. 
Analysis of each gene amplification produced a dissociation curve containing a single 
peak of melting temperature. Ct values were kept between 15.0 and 33.0, all 
procedures were adapted from Lee and colleagues (LEE et al., 2009). All data was 
analyzed by a one-way ANOVA of 2-∆Ct in an independent way, and all the candidate 
genes did not presented statistical significant alterations. All comparisons presented 
a p-value >0.05. 
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geNorm analysis  
Aiming to find out the best HKG, geNorm analysis was performed with all five 
candidate genes for each of the four brain structures. Additionally, the same analysis 
was done for all for structures put together. All candidate genes, in all analysis, 
presented M-values lower than 1.5, a value considered the cut-off for suitability. 
When analyzing hippocampus, hypothalamus, frontal and temporal cortices together, 
as one single area, the M-values for all candidates increased, due to inter-structure 
variability, but still remained lower than 1.5. 
In the temporal cortex, geNorm evaluation determined as the best pair of 
candidates ACTB followed by GAPDH. However, the least stable gene for this 
structure was 18S, which presented the highest M-value. In frontal cortex, the 
candidate gene rank was similar to temporal cortex, GAPDH and ACTB presented 
the lowest M-value, and the best pair of candidates, being GAPDH the most stable 
followed by ACTB. The least stable, with highest M-value was β2M. For the 
hippocampus, geNorm analysis determined as the best pair of candidates HPRT and 
ACTB, the least stable was 18S. The hypothalamus presented the most stable values 
for all genes, and the best pair of candidates was GAPDH and β2M. The least stable 
gene was 18S, which was the least stable for all regions, but frontal cortex. By 
analyzing all brain regions together, the more stable pair of candidates was GAPDH 
and HPRT, and the least stable was 18S, which presented M-value of 1.06, the 
closest value to 1.5, the cut-off for suitability. All M-values are represented in Table 2, 
and data from all structures represented in Fig. 2. 
 
NormFinder Analysis 
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NormFinder analyses were performed with all the five candidate genes for 
each brain structure, and also for all together, as one. All candidate genes, in all 
brain regions, presented stability values lower than 0.15, the cut-off for suitability 
(VANDESOMPELE et al., 2002). When analyzing hippocampus, hypothalamus, 
frontal and temporal cortices together, as one, the stability values for all candidates 
increase, due to inter-structure variability, but still remained lower than 0.15. 
NormFinder´s results were very similar to geNorm´s in all structures. 
In the temporal cortex, NormFinder´s results were the same as geNorm´s, with 
ACTB and GAPDH as the best pair of candidates, and 18S as the least stable. The 
frontal cortex NormFinder´s analysis presents almost the same ranking as geNorm´s, 
but the pair of best candidates GAPDH and ACTB, and also the least stable Β2M, 
remained the unaltered. In the hippocampus, Normfinder´s results presented a slight 
difference to geNorm´s, and the best pair of candidates was HPRT and β2M (Table 
3), the least stable was 18S, which remained the same for both analyses, presented 
the stability value of 0.134, the closest to the stability value cut-off 0.15. In the 
hypothalamus, NormFinder analysis presented the same results as geNorm´s, with 
the best pair of candidates GAPDH and β2M, and 18S as the least stable. By 
analyzing all brain structures, NormFinder determined GAPDH and HPRT as the best 
candidates, and 18S as the least stable (Fig. 3). The stability value for 18S was 
0.124, almost reaching the 0.15 cut-off value. 
 
BestKeeper analysis 
BestKeeper analyses were performed with all the five candidate genes for 
each brain structure, and also for all four together, as one. All candidate genes 
achieved a suitable rank, with exception of 18S in the temporal cortex, which 
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presented a non-significant P value (p ≤ 0.05), for Pearson correlation. BestKeeper´s 
results differentiated from NormFinder´s and geNorm´s in most of candidates. All the 
p Corr values are in Table 4 
In the temporal cortex, differently from geNorm and NormFinder, the best pair 
of candidates for BesKeeper was HPRT and β2M, the least stable remained 18S, 
presenting P value of 0.35, for Pearson correlation, due to this result it is not suitable 
for use. In the frontal cortex analysis, the pair of best candidates was the same as 
geNorm´s and NormFinder´s, on the other hand, differently from geNorm’s and 
Normfinder’s analysis, the least stable was 18S. In the hippocampus, the candidates 
were the same as the others methods’, but ACTB followed by HPRT, in BestKeeper´s 
analysis, the least stable candidate determined was also 18S. In the hypothalamus, 
the pair of best candidates was ACTB and GAPDH, in this case GAPDH still is one of 
the best candidates, as observed previously, and the least stable candidate was 18S, 
as observed in other structures. By analyzing all structures together, BestKeeper 
determined GAPDH and β2M, a slight difference between geNorm and NormFinder, 
the least stable remained the same, 18S (Fig. 4). 
 
DISCUSSION 
qRT-PCR is the most commonly used method for mRNA’s quantification, 
however, the quantification reliability depends on the correct normalization of the 
results using stable HKGs, otherwise, as demonstrated by Caradec et al, a bad 
choice for HKG can compromise all the results (CARADEC et al., 2010a).  
There are several studies involving HKG in different hypoxia models 
(CARADEC et al., 2010a; YAO et al., 2012; ZHAO; GUO; KANG, 2012), most of 
them in vitro with an acute hypoxia (TAN et al., 2012; YAO et al., 2012). These 
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studies are usually performed submitting a specific cell line to different oxygen 
concentrations, in some of them, commonly used HKG had its expressions altered by 
hypoxia condition (ZHAO; GUO; KANG, 2012). 
By comparing the analysis methods all presented similar results, especially 
geNorm and NormFinder. In BesKeeper analysis, the only exception was the 
temporal cortex, in which both of the best candidates were different from geNorm’s 
and NormFinder’s. Our data indicates that all candidate genes tested are suitable for 
use, according to the adopted cut-off values adopted. The only exception is 18S, 
which was the least stable gene for almost all structures, independently of the 
method of evaluation, differently from in vitro hypoxia data (CARADEC et al., 2010b; 
NAGELKERKE et al., 2010), 18S was not advisable as HKG, in any condition. Our 
data demonstrates that 18S is not stable to CIH exposures, corroborating the 
literature data, in which 18S varies according to the cell line tested, under hypoxic 
conditions. 18S was stable in HEK (embryonic kidney cell) and PNT2 (normal 
prostate epithelium cell) cells, but in the same study, it was also the least stable in 
LNCap (prostate cancer cell) and MCF-7 (breast cancer cell) (CARADEC et al., 
2010b). Interestingly, 18S stability vary on the PNT2 and LNCap cells in a contrastive 
way, both are located in the same tissue but in different situations, physiologic and 
pathological respectively. When studying the brain of in vivo model of CIH, 18S 
stability was homogeneous, indicating sensitivity to CIH model in a majority of brain 
cells, in all structures.  
There is no data in the literature, for HKG in specific brain structures in 
hypoxia models, most of the studies are performed in vitro. In acute hypoxia model 
using neural stem cells, commonly used HKG, as ACTB and GAPDH, had their 
expression altered (YAO et al., 2012). Even though, our data demonstrates that both 
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ACTB and GAPDH are stable to CIH exposure, actually, in cortices both had the 
most stable expression. However, by comparing our data with the same study of 
neural stem cells in acute hypoxia (YAO et al., 2012), HPRT had its gene expression 
homogenous and the same was observed in our data in CIH model. HPRT was the 
most stable candidate in CIH´s analysis of the hippocampus, the main producer of 
stem cells in the adult brain (RAMASAMY et al., 2013). 
In general, β2M was among the least stable candidate genes, the only 
exception was the hypothalamus, where it was one of the most stable candidate 
genes. It has already been demonstrated that β2M stability varies in a structure-
dependent manner. In the literature, β2M was one of the most stable HKG in 
cardiospheres-derived cells submitted to acute hypoxia(TAN et al., 2012), on the 
other hand, when analyzing MCF-7, PNT2, LNCaP cell lines, submitted also to acute 
hypoxia, β2M was one of the least stable candidates (CARADEC et al., 2010a) 
reinforcing the inter-structure variability of β2M stability that we observed. 
A large inter-structure variability between genes was observed. Each structure 
had its best HKG, demonstrating that different cascades are affected by CIH model, 
in a structure dependent manner. Interestingly, temporal and frontal cortices had very 
similar rankings, possibly because both areas are originated from the same 
embryonic brain vesicle, the thelecephalon (KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 
2000).  
Once evaluating all structures together, the variability increased, giving worse 
stability values. This large variability may be due to different mRNA levels, in a 
structure dependent way. The evaluation of all structures together can be a useful 
data when studying more than one structure.  
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CONCLUSION 
This study demonstrated that all candidate genes are suitable to use, even 
though, the stability varied in a structure-dependent manner and each structure has 
its own best HKG. However, for a reliable data, the use of more than one HKG is 
strongly advisable. 
 
List of abbreviations 
(18S): Eukaryotic 18S; (ACTB): Beta-Actin; (CIH): chronic intermittent hypoxia; 
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Figure legends 
Figure 1: Experimental protocol 
Experimental timeline for each group: CTL (control group, n=8); CIH (Animals 
submitted to 8-hours/day of chronic intermittent hypoxia for six weeks, n=8); CIH + N 
(Animals submitted to 8-hours/day of chronic intermittent hypoxia for six weeks 
followed by a two weeks recovery, n=8) 
 
Figure 2: geNorm stability analysis 
Gene expression stability by geNorm evaluation separated by brain regions. All 
candidates for HKG presented values lower than the cut off value (1.5). HC, 
Hippocampus; HT, Hypothalamus; FC, Frontal Cortex; TC, Temporal Cortex. 
 
Figure 3: Normfinder stability analysis 
Gene expression stability by Normfinder evaluation separated by brain regions. All 
candidates for HKG presented values lower than the cut off value (0.15). HC, 
Hippocampus; HT, Hypothalamus; FC, Frontal Cortex; TC, Temporal Cortex. 
 
Figure 4: BestKeeper stability analysis 
Gene expression stability by BestKeeper evaluation separated by brain regions. Most 
of HKG candidates presented p<0.05 on Pearson correlation analysis, with exception 
of 18S on Temporal Cortex. HC, Hippocampus; HT, Hypothalamus; FC, Frontal 
Cortex; TC, Temporal Cortex. 
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Table 1 : Candidate genes, accession number and primer sequence 
Gene symbol and 
accession number 
Gene name Primer sequence 
Product 
length (bp) 
GAPDH 
NM_017008 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase 
F  5´ -TGCCCCCATGTTTGTGATG- 3´ 
R  5´ -GCTGACAATCTTGAGGGAGTTGT- 3´ 
64 
ACTB 
NM_031144 
Beta-actin 
F  5´ -AGCGTGGCTACAGCTTCACC- 3´ 
R  5´ -AAGTCTAGGGCAACATAGCACAGC- 3´ 
85 
β2M 
NM_012512 
Beta-2-microglobulin 
F  5´ -GCCATCCACCGGAGAATG- 3´ 
R  5´ -GGTGGAACTGAGACACGTAGCA- 3´ 
60 
HPRT 
NM_012583 
Hypoxanthine guanine 
phosphoribosyl transferase 
F  5´ -GCGAAAGTGGAAAAGCCAAGT- 3´ 
R  5´ -GCCACATCAACAGGACTCTTGTA- 3´ 
76 
18s 
NR_046237 
Eukaryotic 18S rRNA 
F  5´ -CGGACAGGATTGACAGATTG- 3´ 
R  5´ -CAAATCGCTCCACCAACTAA- 3´ 
83 
 
Table 2:  Candidate HKG in geNorm´s evaluation 
Rank Temporal Cortex Frontal Cortex Hippocampus Hypothalamus Total 
Gene M-value Gene M-value Gene M-value Gene M-value Gene M-value 
1 ACTB 0.338 GAPDH 0.411 HPRT 0.378 GAPDH 0.252 GAPDH 0.642 
2 GAPDH 0.353 ACTB 0.427 β2M 0.384 β2M 0.271 HPRT 0.663 
3 β2M 0.399 HPRT 0.473 ACTB 0.395 ACTB 0.296 β2M 0.728 
4 HPRT 0.402 18S 0.474 GAPDH 0.420 HPRT 0.308 ACTB 0.762 
5 18S 0.563 β2M 0.520 18S 0.555 18S 0.383 18S 1.065 
Table 2: geNorm´s ranking of candidates HKG in each for each brain structure. and all structures together, described as total. The 
lowest the M-value, the more stable the candidate is. Considering 1.5 as cut off value. 
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Table 3:  Candidate HKG in NormFinder´s evaluation 
Rank Temporal Cortex Frontal Cortex Hippocampus Hypothalamus Total 
Gene Stab. Value Gene Stab. Value Gene Stab. Value Gene Stab. Value Gene Stab. Value 
1 ACTB 0.061 GAPDH 0.053 HPRT 0.051 GAPDH 0.019 GAPDH 0.019 
2 GAPDH 0.063 ACTB 0.053 β2M 0.053 β2M 0.034 HPRT 0.045 
3 β2M 0.103 18S 0.069 ACTB 0.062 ACTB 0.051 β2M 0.048 
4 HPRT 0.105 HPRT 0.087 GAPDH 0.076 HPRT 0.053 ACTB 0.077 
5 18S 0.149 β2M 0.102 18S 0.133 18S 0.089 18S 0.124 
Table 3: NormFinder´s ranking of candidates HKG in each for each brain structure. and all structures together, described as total. 
The lowest the stability value, the more stable the candidate is. Considering 0.15 as cut off value. 
Table 4:  Candidate HKG in BestKeeper´s evaluation 
Rank Temporal Cortex Frontal Cortex Hippocampus Hypothalamus Total 
Gene R Gene R Gene R Gene R Gene R 
1 HPRT 0.94 ACTB 0.889 ACTB 0.926 ACTB 0.954 GAPDH 0.853 
2 β2M 0.912 GAPDH 0.859 HPRT 0.923 GAPDH 0.943 β2M 0.677 
3 ACTB 0.905 β2M 0.754 GAPDH 0.831 β2M 0.901 HPRT 0.676 
4 GAPDH 0.882 HPRT 0.623 β2M 0.81 HPRT 0.896 18S 0.585 
5 18S* 0.199 18S 0.544 18S 0.615 18S 0.67 ACTB 0.558 
Table 4: BestKeeper´s ranking of candidate HKG in each for each brain structure. and all structures together. described as total. 
The highest the correlation coefficient (R), the more stable the candidate is. All values achieved p < 0.05 on Pearson correlation 
analysis, with exception of 18S*. Considering p > 0.05 for Pearson correlation analysis as cut-off value. 
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ANEXO 5: Artigo em fase de submissão para publicação referente aos resultados do estudo 
“Avaliação da expressão de Pigment Epithelium-Derived Factor em ratos submetidos à hipóxia 
intermitente: consequências cognitivas e bioquímicas” para a revista Behavioural Brain Research. 
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Abstract 
Background: Obstructive Sleep Apnea (OSA) is a syndrome characterized mainly 
by intermittent hypoxia during sleep and has been already associated with several 
complications. Chronic intermittent hypoxia (CIH) is the most studied model of sleep 
apnea, and causes several cognitive and neuronal impairments. Pigment-Epithelium 
Derived Factor (PEDF) has already been described as a hypoxia-sensitive factor 
acting as neurotrophic, neuroprotector and antiangiogenic agent. Our study analyzed 
learning and cognitive tasks, and PEDF’s gene and protein expression in specific 
brain structures of rats submitted to CIH protocol. 
Methods: Male Wistar rats were exposed to CIH protocol (21 to 5% O2 
concentration) or normoxia for 6 weeks. Following CIH, a group of rats were removed 
from the CIH protocol and allowed to normoxic conditions over a period of 2 weeks 
(CIH+N) then subjected to learning and memory evaluation by Morris water maze 
task, and PEDF gene and protein expression in hippocampus, frontal and temporal 
cortices. 
Results: CIH and CIH-2wks groups showed an increase in PEDF gene expression 
on the temporal cortex, though the protein levels were maintained unaltered. PEDF 
gene and protein levels were kept unaltered on the frontal cortex and hippocampus. 
Exposure to CIH did not affect cognitive function. 
Conclusion: This study demonstrates that PEDF is affected only in the temporal 
cortex, selectively in transcriptional level, probably as a protective attempt to CIH 
insults. 
  
Keywords: chronic intermittent hypoxia; sleep; obstructive sleep apnea; PEDF; 
angiogenesis; neurotrophic factor 
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Introduction 
Obstructive Sleep Apnea (OSA) is the most frequent sleep related breath 
disorder that affects 32% of the population of São Paulo (TUFIK et al., 2010). OSA is 
related to several health and social issues and is characterized mainly by sleep 
fragmentation, hypercapnia and nocturnal intermittent hypoxia (DEMATTEIS et al., 
2009). Due to OSA importance, some animal models have been developed through 
the years (DEMATTEIS et al., 2009), generally focusing on intermittent hypoxia, 
being the chronic intermittent hypoxia (CIH) model the most used. It has already 
been demonstrated that CIH model presents several consequences similar to that 
reported in OSA patients, as cognitive impairments, alterations in sleep architecture, 
insulin resistance and hypertension (CARRERAS et al., 2012; DUMITRASCU et al., 
2013; GOLDBART et al., 2003; GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001; IYER, 2012; 
PERRY et al., 2011; POLOTSKY et al., 2006). Goldbart and colleagues had also 
demonstrated that CIH induces spatial learning deficits, probably related to changes 
in CREB phosphorylation (GOLDBART et al., 2003). As reviewed by Yung and 
colleagues, CIH is responsible for increased hippocampus apoptosis, cognitive 
impairments (GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001) and reduced long-term plasticity 
(XIE et al., 2010). All these evidences suggest that intermittent hypoxia plays an 
important role in OSA (SUNDERRAM; ANDROULAKIS, 2012; XIE; YUNG, 2012). 
Learning and cognition demand a process called synaptic plasticity, which is 
the ability to strengthen or weaken synapses (KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 
2000; POON; CHOI; PARK, 2013). This plasticity is controlled by several factors, but 
mainly by neurotransmitters and neurotrophic factors. Neurotrophic factors present 
essential role in growth and survival of developing neurons, and are divided in to 
three families: the neurotrophins, the glial cell-line derived neurotrophic factors family 
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and neuropoietic cytokines (DEISTER; SCHMIDT, 2006). Nevertheless, some 
neurotrophic factors are not classified in any of these families, an example Pigment 
Epithelium Derived Factor (PEDF). 
PEDF is a largely expressed neuroprotective and neurotrophic factor. As 
neuroprotective PEDF acts reducing glutamate-mediated excitotoxicity (SANAGI; 
YABE; YAMADA, 2010; TANIWAKI et al., 1997; YABE; SANAGI; YAMADA, 2010) 
and attenuation of ischemic brain damage (SANAGI; YABE; YAMADA, 2008). PEDF 
neurotrophic activities have been described by inducing the expression of other 
neurotrophic factors, as brain-derived neutrophic factor, glial cell line-derived 
neurotrophic factor and nerve growht factor (YABE; WILSON; SCHWARTZ, 2001), 
and by increasing the formation of dendritic spines (SMITH et al., 2008); 
Despite neuroprotective and neurotrophic activities, PEDF also is one of the 
most potent endogenous anti-angiogenic factor (DAWSON et al., 1999), and its anti-
angiogenic activity is mediated by several mechanisms, but mainly by inducing death 
of endothelial cells and inhibiting the action of Vascular Endothelial Growth Factor 
(YANG et al., 2010). 
PEDF levels demonstrated sensibility to acute hypoxia, but with divergent 
results. Yang and colleagues showed that PEDF had its RNAm and protein levels 
increased in retinal glial cells (YANG et al., 2012), on the other hand, Fernández-
Barral and colleagues showed that PEDF had its levels decreased in melanoma cells 
(FERNÁNDEZ-BARRAL et al., 2012). These data demonstrate a paradoxical relation 
between PEDF and oxygen levels.  
Due to the effects of CIH models in learning, cognition, memory and also in 
neurotrophic factors (XIE; YUNG, 2012), this study analysis PEDF gene and protein 
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expression in CIH model, to improve the comprehension of PEDF’s role in CIH. 
Indeed, the effects of any in vivo hypoxia model in PEDF mRNA and protein levels 
are still unknown. 
 
Methods 
Animals 
Forty-five male adult Wistar Hannover rats (n=15 per group), provided by the 
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia 
(CEDEME) - Universidade Federal de São Paulo, were submitted to the experimental 
protocol (Fig. 1), being n=15 to Morris Water Maze, n=8 for qRT-PCR and n=4 for 
Western Blotting analyses. The animals were housed in a room at 22°C with 12:12h 
light-dark cycle (lights on at 7:00) and allowed access to food and water ad libitum. 
All the experimental procedures were performed according to the ethical and 
practical guidelines for use of laboratory animals (ANDERSEN; TUFIK, 2010). The 
experiment has the approval of the Ethical Committee of UNIFESP (CEP Nº 
2025/11). 
 
Chronic Intermittent Hypoxia 
The CIH procedure was induced in a commercially designed chamber 
(30in.x20in.x20in. Oxycycler model A44XOV, Biospherix, Redfield, NY, USA), 
connected to O2 and N2 supply. The O2 concentration was controlled in real time by 
an O2 analyzer coupled to a computerized system, controlling O2 and N2 outlets. O2 
concentrations were adjusted by addition of N2 or O2. Ambient CO2 in the chamber 
was kept <0,02ppm, humidity between 40-50% and temperature at 22-24°C. The IH 
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consisted to repeated cycles varying O2 concentration from 5 to 21% in 3 minutes, for 
8 hours a day, during light period. It has already been demonstrated that the 
exposure to IH with a nadir of 10% O2 concentration is already capable to induce a 
desaturation of oxyhemoglobin close to 50% (PERRY et al., 2007). Rats were 
randomly assigned to 3 experimental groups, with 15 animals each: 1) Control group 
(CTL); 2) Chronic intermittent hypoxia group (CIH), which was submitted to 
intermittent hypoxia during six weeks; 3) CIH + 2 weeks of normoxia group (CIH + N), 
which was submitted to CIH protocol followed by 2 weeks of recovery in normoxia 
(VEASEY et al., 2004)(Fig. 1). 
 
Tissues extraction 
The animals were euthanized immediately after the Morris water-maze test by 
rapid decapitation. After the euthanasia, the brain was rapidly removed, followed by 
dissection of hippocampus, frontal and temporal cortices. All tissues were rapidly 
dissected over dry ice, and kept at -80°C until the extraction. As described in the 
literature, CIH affects spatial memory and learning tasks (GOLDBART et al., 2003; 
GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001; SHAN et al., 2007), for this reason we studied 
PEDF expression in the hippocampus, frontal and temporal cortices, areas related to 
spatial and visual-dependent learning. 
 
RNA extraction, quantification and retrotranscription.  
Total RNA extraction of all the structures was performed using Trizol® 
(Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. After extraction, RNA was 
treated with DNAse I (Invitrogen), and had its quality and integrity observed by 
visualization of rRNA after electrophoresis in agarose gel. Quantitation was 
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performed using spectrophotometry at 260nm (Nanodrop), and purity estimated by 
260/280nm ratio >1.8. One µg of RNA from each dissected structure was reverse 
transcribed using a High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems), according to manufacturer´s instructions.  
 
qRT-PCR 
Each cDNA was used as a template for real-time PCR amplification using 
fluorescent-labeled probes (Taqman®, Applied Biosystems), and Applied Biosystems 
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) for detection. The gene 
expression of PEDF (Rn00709999_m1) was performed using Beta-actin 
(Rn00667869_m1) and Gapdh (Rn01775763_g1) as housekeeping genes. Each 
reaction was performed with final volume of 20µl, containing 1µL of cDNA diluted in 
H2O, and 19µL of master mix (1µL of Taqman® assay probe, 10µL of Taqman 
Universal PCR mater mix and 8µL of water), keeping Ct values between 15.0 and 
33.0. All samples were run in triplicates and average values were calculated.  
 
Western Blotting (WB) 
 All tissues were homogenized in lysis buffer containing Tris-HCl 50mM pH 7.4, 
NaCl 100mM, TRITON X-100 0.1%, 1mM of EDTA and protease inhibitor cocktail 
(Sigma-Aldrich), using 10 µL of lysis buffer to each mg of tissue. After 
homogenization, the lysate was cleared by centrifugation at 13 000 rpm for 10 
minutes at 4ºC, the supernatant was collected and had its proteins quantified by 
Lowry method (BioRad).  
100 µg of protein extract from all brain structures were incubated at 95ºC for 
10 minutes with sample buffer containing 125mM Tris-HCl 125mM pH 6.8, 20% 
   137 
 
 
 
glycerol, 0.8mg/ml bromophenol blue, DTT 200mM and 4% SDS, subjected to SDS-
PAGE 10% and transferred to a 0.2 µm nitrocellulose membrane (Hybond ECL, GE 
Healthcare). After protein transfer, the membrane was blocked in 5% of skimmed 
milk in TBS-T for 2 hours in room temperature, followed by incubation overnight at 4 
ºC with PEDF (BioProducts MD), beta-actin (Sigma-Aldrich) and GAPDH (Sigma-
Aldrich) primary antibodies, at 1:500, 1:100 000 and 1:1 000 000 dilutions, 
respectively. The membrane was revealed with the secondary antibody goat anti-
Rabbit, labeled with Alexa Fluor 680 (Invitrogen) incubated for 1 hour at 1:10 000 
dilution in blocking buffer, washed with TBS-T and scanned on Odyssey Infrared 
Imaging System (Li-cor; Lincoln, NE). The images were analyzed using Odyssey 
Application Software, version 1.2 (Li-cor; Lincoln, NE) 
 
Morris water-maze test 
Morris water-maze test was performed in a separated room in a black circular 
pool (200cm of diameter and 40cm of depth) filled with water at approximately 23°C 
to a height of 25 cm. For animal´s orientation, distinct visual cues were positioned on 
each wall of the room. A black platform of 10cm of diameter was positioned 2cm 
below the surface and fixed in the center of the target quadrant.  
Two separate tests were performed, being the first with CTL (n=8) and CIH 
(n=15) groups, and the second with CTL (n=7) and CIH+N (n=15) groups. The spatial 
learning sessions were performed in five consecutive days, during the last week of 
CIH or CIH+N protocols. In the case of CIH protocol, intermittent hypoxia was kept 8 
hours/day during the test week. Each day of spatial learning session was performed 
with four trials of one minute for each animal, with a one-minute interval between 
trials. The animals started each trial from different quadrants.  
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 After the last training day, animals were submitted to a single-test session 
without the platform for 1 minute of free swimming. The relation between the time 
spent in the target quadrant and the time in other quadrants was used to determine 
the spatial memory. Each test was performed one day after the last CIH exposure for 
CIH group, and after the 2 weeks of normoxia, for CIH+N.  
All trials were analyzed by contrast, analyzed using Noldus EthoVision version 7.0 
system (Leesburg, VA, USA). 
  
Statistical Analysis 
All data were previously analyzed for normality and homogeneity with 
Komolgorov-Smirnov and Levene´s tests, respectively. When the data did not attain 
to any of these two requisites, z-score correction was performed and used for group 
comparison by one-way ANOVA followed by post-hoc Dunnet’s test, when 
necessary. In Western blotting analyses comparison between groups was performed 
by Kruskal-Wallis test, due to the reduced number of animals per group. In Morris 
water-maze analyses comparison between groups was performed by repeated 
measures ANOVA, followed by post-hoc Tukey’s test. All data were represented by 
mean ± standard error of mean. The level of significance was set at p≤0.05.  
 
Results 
CIH did not affect memory and learning in Morris water-maze task 
 During the acquisition phase, all groups were able to learn the task, and CIH 
and CIH+N did not present any evidence of learning impairment, when compared to 
CTL (Fig. 2 and 3). On the probes I and II, both CIH and CIH+N groups did not 
   139 
 
 
 
present statistically significant difference when compared to control group (p=0.51 
and p=0.5, respectively, Fig. 2 and 3). 
 
CIH affects PEDF gene expression selectively in the temporal cortex 
 In hippocampus (p=0.582) and frontal cortex (p=0.087) Pedf gene expression 
did not present sensitivity to CIH, maintaining its mRNA levels unaltered after 6 
weeks of CIH, and these levels kept unaltered after 6 weeks of CIH followed by a 2 
weeks recovery in normoxia.  
Interestingly, only in the temporal cortex PEDF´s relative mRNA expression 
increased 1.5 fold after 6 weeks of exposure to CIH (p=0.004), and after a 2 weeks 
recovery, PEDF mRNA levels still presented an increase of 1.3 fold (p=0.029), when 
compared to control group (Fig. 4).  
 
CIH affects PEDF gene, but not protein expression 
Curiously, when studying PEDF in vivo, our results show that PEDF protein 
levels did not present any significant change in hippocampus(p=0.1160)  frontal 
(p=0,9810) and temporal (p=0.7788)  cortices of animals submitted to CIH or to CIH 
followed by a 2 weeks recovery. Although, PEDF gene expression presented an 
increase of 1.5 fold in the temporal cortex, the protein levels remained unaltered (Fig. 
5). 
 
Discussion 
CIH models present several neurological implications, as increased 
hippocampal and cortical apoptosis (GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001), inhibited 
CREB phosphorylation and caused learning impairment in different hypoxia protocols 
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(GOLDBART et al., 2003). Unexpectedly, our data demonstrated that CIH and 
CIH+N protocols did not affect learning and spatial memory, differently from 
described by the literature in different hypoxia protocols (GOLDBART et al., 2003; 
GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001; ROW et al., 2002; WALL et al., 2013). 
On the other hand, this divergent result may be due to differences in the 
hypoxia protocol. Recently, using a protocol similar to ours, Shiota and colleagues 
demonstrated that CIH for 8 weeks, varying O2 concentrations from 21 to 5%, did not 
affect learning and memory (SHIOTA et al., 2013). Rats submitted to IH for 3 weeks, 
did not show impaired acquisition/retention in the inhibitory avoidance task, a 
amygdala-dependent memory, and habituation in the activity chamber (Perry et al., 
2008). Differently from demonstrated in other studies (GOLDBART et al., 2003; 
GOZAL; DANIEL; DOHANICH, 2001; ROW et al., 2002), in which duration of CIH 
protocol was shorter, reaching maximum of 30 days, and O2 concentrations varied 
from 21 to 10%. By comparing these data (Table 1), indication of different cognitive 
responses depending on CIH protocol can be noticed.  
Our data demonstrates that PEDF gene expression increases 1.5 and 1.3 fold 
in the temporal cortex of CIH and CIH + N, respectively. Somehow, unexpectedly, 
protein expression remained unaltered in both groups. This results corroborates 
previous data (LANGE et al., 2008), in which Müller cells submitted to 0.2% O2 
concentration had divergent gene and protein expression, while gene expression 
presented almost 2.0 fold increase, protein levels remained in basal levels. This 
different gene and protein expression might be a cellular defense mechanism to 
ensure cells survival in severe hypoxia conditions (LANGE et al., 2008). 
The unaltered protein levels can also be the result of an increased PEDF 
catabolism. It has already been demonstrated that matrix metalloproteinases 2 and 9 
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are responsible for PEDF degradation, and both present increased activity in hypoxic 
conditions (NOTARI et al., 2005), possibly being the reason for the unaltered protein 
levels. 
 
Conclusion  
Chronic intermittent hypoxia increased PEDF only in the temporal cortex, 
selectively in the transcriptional level. In the remaining structures, hippocampus and 
frontal cortex, gene expression remained unaltered. Protein expression remained 
unaltered in all structures. Similarly, to observed in recent studies, CIH protocol did 
not affect learning and memory in the water maze task. This selective gene 
expression increase in the temporal cortex can be a protective attempt mechanism to 
the neuronal insults caused by CIH. 
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Figure 1: 
 
Figure 1: Experimental protocol 
Experimental timeline for each group: CTL (control group, n=15); CIH (Animals submitted to 8-hours/day of chronic intermittent 
hypoxia for six weeks, n=15); CIH + N (Animals submitted to 8-hours/day of chronic intermittent hypoxia for six weeks followed by a 
two weeks recovery, n=15) 
   146 
 
 
 
146
 
Figure 2: 
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Figure 2: CIH protocol did not affect spatial learning and memory.  
A) Evaluation of spatial learning of 3 month age Wistar rats submitted to CIH protocol compared to control group (CTL) on Morris 
water maze test. For 5 consecutive days, rats were submitted to 4 trials of 1 minute, with 1 minute interval between each trial. No 
statistical differences were observed. All data are presented as mean ± SD. Repeated measures ANOVA, Tukey post hoc.  B) Time 
spent in quadrants of the Morris water maze between control (CTL) and CIH groups to evaluate spatial memory on day 6. No  
statistical differences were observed. All data are expressed as mean ± SEM. 
A) B) 
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Figure 3: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3: CIH+N protocol did not affect spatial learning and memory.  
A) Evaluation of spatial learning of 3 months age Wistar rats submitted to CIH protocol followed by 2 weeks of normoxia compared 
to control group (CTL) on Morris water maze. For 5 consecutive days, rats were given 4 trials of 1 minute, with 1 minute interval 
between each trial. No statistical differences were observed. All data represents mean ± SD. Two-way ANOVA repeated measures, 
Tukey post hoc.  B) Time spent in quadrants of the Morris water maze between control (CTL) and CIH+N groups to evaluate spatial 
memory on day 6. No statistical differences were observed. All data are expressed as mean ± SEM.  
A) B) 
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Figure 4: Relative PEDF gene expression 
Relative PEDF gene expression in the central nervous 
system, using GAPDH and ACTB as housekeeping genes. 
Only in the temporal cortex CIH and CIH+N groups presented 
an increase, when compared to CTL group. Hippocampus 
(HC), Frontal Cortex (FC) and Temporal Cortex (TC). *p<0,05 
when compared to CTL group, ANOVA, post-hoc: Dunnet. All 
data are expressed as mean ± SEM 
Figure 5: Relative PEDF protein expression 
Relative PEDF protein levels, using beta-actin as loading 
control. None of the brain structures studied presented any 
significant difference (p<0,05) in PEDF levels. 
Hippocampus (HC), Frontal Cortex (FC) and Temporal Cortex 
(TC) All data did not present any significant difference 
(p<0,05), ANOVA. All data are expressed as mean ± SEM 
Figure 5: 
 
Figure 4: 
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Table 1: 
Table 1 : Comparison between cognition and CIH protocols of different studies 
Author Publication Year Cognition results 
Evaluation 
method 
Minimum 
O2% 
concentration 
CIH protocol 
duration 
Gozal et al (GOZAL; DANIEL; 
DOHANICH, 2001) 2001 
Prejudice in learning and 
memory MWM task 10 14 days 
Row et al (ROW et al., 2002) 2002 Prejudice in learning and 
memory MWM task 10 14 days 
Goldbart et al(GOLDBART et al., 
2003) 2003 
Prejudice in learning and 
memory and CREB 
phosphorylation 
MWM task and 
CREB 
phosphorylation 
10 From 1 to 30 days 
Wall et al(WALL et al., 2013) 2013 Decreased LTP amplitude In vitro LTP 
measure 
5 7 days 
Shiota et al(SHIOTA et al., 2013) 2013 Normal learning and memory MWM task 5 8 weeks 
Julian et al - Normal learning and memory MWM task 5 6 weeks and 6 
weeks + recovery 
 
Table 1: Comparison between different CIH protocols and its consequences: 
Comparison of different CIH protocols, by minimum O2 concentration and duration of the protocol, cognition results and evaluation 
method. Morris Water Maze (MWM); Long-term potentiation (LTP); cAMP response element-binding protein (CREB).
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Apêndices 
Apêndice 1: Revisão publicada durante o período do Mestrado. 
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Apêndice 2: Artigo submetido à revista Journal of Alzheimer 
Disease
 
 
